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- Parmi les divers microbes qui coagulent le lait en transfor- 
mant le lactose en acide lactique, l'un deux, retiré du Yoghourt 
ou lait caillé bulgare, est certainement le plus actif. Tandis que 
la plupart des ferments lactiques étudiés jusqu’ici cessent d’agir 
lorsque Vacidité atteint une dizaine de grammes par litre, le 
ferment bulgare va beaucoup plus loin; il poursuit son action 

_jusqu’ a 25-a 30 grammes. 

; - Cette particularité, jomte a Vintérét que présente l'emploi 
des laits caillés au point de vue alimentaire et méme thérapeu- 
lique, surtout depuis les intéressantes recherches de M. Metch- 
nikoff et de quelques-uns de ses éléves, nous a engagés & 
étudier avec soin les transformations que le ferment bulgare 
fait subir aux substances qui se trouvent dans le lait. 

Ce sont les résultats de cette étude que nous communiquons 
ici. 
. TECHNIQUE DES EXPERIENCES 


Le lait. 


Nous avons employé du lait donné comme pur par le com- 


merce, ce qui d’aprés I’analyse eercses Side loin peut étre 
admis comme exact. 


Ce Jait fut stérilisé par un chauffage & 110° pendant une 


4. Voir la description de ce ferment dans le travail de M, Cohendy (Comptes 
rendus de la Soc. de Biologie, t. 60, mars 1906), 
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demi-heure. Les flacons, quiXtaient bouchés avec un tampon 
d’ouate et recouverts d’un double capuchon en papier 4 filtrer. 
furent ensuite placés dans une étuve a 29°, pendant plusieurs’ 
jours, avant d’étre ensemencés. 

Suivant les cas, le lait était employé en entier ou u préalable- 
ment écrémé par centrifugation. 


Le ferment. 

Le ferment nous a été fourni par M. Metchnikoff. Pour 
Ventretenir au maximum d’activité, nous avons ensemencé, 
tous les deux jours, dans des tubes de lait stérilisé maintenus. 
dans ’étuve & 29°. Cette période de 48 heures a toujours été 
suffisante pour amener la coagulation du lait. Avant de se 
servir du ferment pour un nouvel ensemencement, on avait 
la précaution d’en faire une préparation microscopique colorée 
au violet de méthyle, et d’en vérifier la pureté par un examen 
au microscope. 


LA METHODE D’ ANALYSE 


_ La premiére précaution & prendre, pour éviter les irrégula- 
rités dues 4 l’évaporation du lait pendant la période de culture, 
est d’opérer pondéralement; les matras doivent étre tarés et la 
quantité de lait qu’on y verse exactement pesée (100 grammes); 
lorsqu’on veut procéder a l’analyse on peut ainsi par addition 
convenable d’eau distillée rétablir le poids primitif. 

Comme l’analyse porte sur du lait coagulé, c’est-a-dire sur 
un mélange d’un liquide et d'un précipité, aprés avoir rétabli 
le poids primitif, on agite le tout vigoureusement de facon a 
diviser le précipité et obtenir une masse aussi homogéne que 
possible. 

Dosage de Vacidité. — Pour faire ce dosage, on préléve 
2) grammes de lait qu’on pése dans un petit matras et qu’on 
litre, en présence de phtaléine, avec la liqueur de soude 1/5 N 

Comme dans ses solutions Vacide lactique produit par iS 
microbe n’existe pas seulement & l'état d’acide réel, mais en 
partie sous la forme d’éther lactyllactique 

CH,. CH. COOH. 
doo. cH (OH). CH 
il faut tenir compte de ce dernier. 
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L'éther lactyllactique prend naissance spontanément par 
réaction mutuelle de deux molécules d’acide avec imination 
dune molécule d’eau : 


CH;. CH. COOH 
2 (CH; — CH,OH — COOH) = l + H,0, 
COO. CH(OH). CH, 


de sorte que l’acidité de cet éther représente seulement la 
moitié de celle de Vacide lactique dont il est formé; en milieu 
alealin l’éther s hydrate trés aisément et reproduit les deux 
molécules d’acide lactique. : 

Voici comment on procéde : lorsque le titrage a permis de 
saturer l’acidité libre du lait, on ajoute un excés de la solution 
de soude (5 c. c.) et on abandonne le matras bouché, a la tem- 
pérature ordinaire, pendant une demi-heure; la saponification 
de l’éther lactyllactique est alors accomplie. Il ne reste plus 
qua déterminer, avec de l’acide sulfurique 1/5 N, la quantité de 
soude qui reste en excés. Tout ce qui a été employé de cet 
alcali, déduction faite de Vacidité primitive du lait, représente 
la totalité des acides qui ont pris naissance au cours de la fer- 
mentation. 

La quantité d’éther lactyllactique ne représente guére que 
quelques centiémes de l’acidité libre. 

On doit faire le titrage de I’ acidité avec beaucoup d’attention, 
car les virages de teintes ne sont pas d’une trés grande netteté, 
Verreur maxima de lecture est de 0,25 ¢. ¢. de liqueur de soude 


correspondant & 08°,045 acide lactique pour 100 grammes 


dle lait. 

Comme la matiére protéique fixe une certaine quantité de phta- 

; cine, on est foreé, vers la fin du titrage, d’ajouter de la phtaléine 
d différentes reprises, afin d’étre sur quil y en a en solution. 

Dosage des. matieres grasses et de la caséine. — On préléve un 
échantillon de 10 grammes pesé dans un petit bécherglas; on y 
ajoute une solution de soude a 1,5 0/0 en quantité suffisante 
pour redissoudre la caséine. 

Cette quantité, qui augmente nécessairement avec Vacidité, 
cest-a-dire avec l’age de la culture, varie de 6 & 18 c. ¢. On 
note le volume de soude employé. On transvase la solution 
dans une petite allonge & robinet, analogue a celle qui sert 
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pour l’analyse du lait par la méthode d’Adam‘. On rince le 
bécherglas avec 5-10 c. c. d’alcool & 96°, puis avec de l’éther, 
dont on emploie un volume double. 

On bouche lallonge et on agite doucement, de maniére a 
mettre les liquides en contact, tout en évitant P’émulsion. Les 
matiéres grasses passent dans l’éther; on laisse déposer et, 
aussitét que la séparation des deux couches de liquide est 
compléte, on laisse écouler par le robinet la solution alealine, 
légérement opalescente ; elle renferme toute la caséine. 

Matiéres grasses. La couche éthérée est d’abord lavée avec 
quelques céntimétres cubes d’eau quon fait couler, & Vaide de la 
pipette, le long des parois de lampoule. Cette eau de lavage, 
décantée par le robinet, est jointe a la solution de caséine, 
tandis que la solution éthérée est versée par le haut de l’am- 
poule dans une capsule tarée; on rince ampoule avee un peu 
d’éther qu’on ajoute dans la capsule. On laisse évaporer léther 
a la température ordinaire et on séche, dans une étuve a 100°, 
le résidu de matiéres grasses jusqu’a poids constant. 

Caséine. La totalité du liquide alcalin renfermant la caséine 
est regue dans une petite éprouvette cylindrique a fond 
rond, d'une capacité d’environ 100 ce. c. On y ajoute un excés 
d’acide acétique qui précipite la caséine. Si lon se sert d’acide 
acétique 45 0/0, il en faut verser exactement le méme volume 
que celui de la liqueur de soude employée & dissoudre la caséine 
au début de lopération. Pratiquement, pour éviter les dilutions, 
nous nous servons d’acide trois fois plus concentré, 

Il est bon de verser l’acide goutte & goutte, en agitant le 
liquide au fur et & mesure avec une baguette de verre. On 
obtient ainsi une coagulation de la caséine en flocons plus faciles 
i rassembler que lorsqu’on ajoute d’un seul coup la totalité de 
Vacide. ; 

Il est également préférable de ne pas différer la précipitation 
de la caséine par lacide acétique, car le contact prolongé des 
alcalis pourrait altérer cette matiére protéique. Dans nos expé- 
riences, cette précipitation avait lieu aussitét aprés la séparation 
de la couche alcaline et de la couche éthérée. ne 

On rassemble la caséine au fond du tube par centrifugation, 
puis on décante le liquide surnageant. Le précipité est alors 

1. J. de Pharm, et de Chim. 8. 3, A. III, p. 24 (1884), 
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délayé dans 50 & 60 c. c. d’eau distillée et centrifugé; on renou- 
velle une seconde fois ce lavage. Les trois liquides décantés 
sont passés au fur et & mesure a travers un petit filtre préalable- 
ment taré. Ils renferment, entre autres substances, la totalic 
du lactose et de l'azote soluble. On les met & part pour y doser 
ce dernier élément. 

La caséine restée au fond du tube est délayée dans 50 a 
6) c. c. d’alcool & 96° et jetée sur le filtre; on la lave d’abord 
avec un peu dalcool, puis on termine avec 25-50 c. c. d’éther. 
Ce traitement par Valcool et l’éther déshydrate la caséine et 
enléve une petite quantité de matitres grasses qui étaient 
restées dans le liquide alcalin aprés la premiére phase de l’opé- 
ration. Le filtre et son précipité sont alors séchés & 105° jusqu’a 
poids constant et pesés. On calcine ensuite pour déduire de la 
caséine une petite quantité de cendres *. 

Quant a la solution alcoolique éthérée, on l’évapore dans un 
bécherglas. d'abord & la température ordinaire, puis au bain- 
marie. Le résidu est repris par un peu d’éther sec, qui dissout 
les matiéres grasses et laisse quelques impuretés adhérentes au 
verre ; on décante et on évapore dans une petite capsule tarée. 
Le poids de cette matiére grasse doit étre ajouté a celui qui a 
été trouvé précédemment®. 

Dosage de Vazote soluble. — Le liquide aqueux dont la caséine 
a été précipitée, y compris les eaux de lavage, est réduit par 
évaporation au bain-marie dans une capsule au volume d’environ 
5 ce. e.; on transvase celui-ci dans un ballon a long col, dans 
lequel on termine I’évaporation au bain-marie. Le résidu siru- 
peux est ensuite attaqué par 10 c. c. d’acide sulfurique bouillant 
en présence d'un petit globule de mercure. On poursuit le dosage 
de l’azote ammoniacal ainsi obtenu en suivant la méthode qui a 
été indiquée par M. Maquenne®. En raison de la petite quantité 
d’azote soluble. il faut prendre de l’acide sulfurique 1/5 N pour 
le titrage. 


Il est bien entendu que tous les réactifs employés au cours 


4. Quand on opére sur du lait stérilisé par la chaleur, comme c’est ici le cas, 
Valbumine coagulée accompagne la caséine. Ae Re 

2, Pour plus de rapidité, on peut peser le bécherglas aprés l’évaporation a see 
de son contenu, laver & l’éther et repeser le bécherglas. La matiére grasse est 
alors obtenue par différence des deux pesées. 

3. Bull. de la Soc. Chim. de Paris; t. XXI, p. 342 (1899). 
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de cette analyse, y compris l’alcool, la soude, l’acide acétique, 
etc., etc., doivent étre verifies exempts d’azote. 


Dosage du sucre. — Dans une fiole jaugée a deux traits de 


50-58 c. c. préalablement tarée, on verse du lait jusquau 


trait 50; on pese pour avoir le poids du lait. Ensuite on com-| 


plete le volume 4 55 c.c. avec une solution de sulfate mercu- 
rique (renfermant, pour 50 grammes de sel, 17 c. c. dacide 
sulfurique & 66 B et une quantité d’eau suffisante pour faire 
130 c.c.). On mélange et on jette le tout sur un filtre. Le liquide 
filtré est ensuite additionné d’un excés de poudre de zinc et 
agité de temps en temps jusqu’a ce qu il ne reste plus de mer- 
cure en solution. On reconnait facilement qu’on a atteint ce 
résultat lorsqu’une goutte de liquide placée sur une lame de 
cuivre fraichement polie n’y produit aucun dépot grisatre. On 
filtre pour enlever le zinc et on détermine sur le liquide limpide 
le pouvoir réducteur d’aprés la méthode indiquée par lun de 
nous’. 

Lorsque cette détermination est faite, on procéde a Phydro- 
lyse du lactose. Pour cela on verse 20 c.c. du liquide déféqué 
dans un petit ballon avec 1 c. c. de solution d’acide chlorhy- 
drique & 22 B; on porte a l’ébullition pendant 45 minutes et on 
maintient le volume du liquide constant a l'aide @un petit réfri- 
gérant vertical. Cette hydrolyse terminée, on laisse refroidir; 
on neutralise exactement avec de la soude, on raméne le volume 
a 50 c.c., on filtre le précipité dhydroxyde de zine, enfin on 
détermine & nouveau le pouvoir réducteur. 


La durée d’ébullition de 45 minutes a été déterminée par 


une série d’essais sur une solution de lactose pur &5 0/0 envi- 
ron (exactement 4,951 0/0 anhydre). On a suivi hydrolyse au 
polarimétre. 

On avait obtenu : 


Aprés une ébullition de 30 minutes, une augmentation du pouvoir 
rotatoire de 18 0/0. 


= = 4500 — —j 96 a= 
ue ai ear -- on 
on sr OU toes a Go 


RESULTATS GENERAUX 
Voici, rassemblés dans un tableau, les principaux résultats 
obtenus dans une de nos expériences : 
1. G. Brrrrann, Bull. Soc. Chim. de Paris, 1906. 
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pour 100 GRAMMES DE LAIT 
Aciditéappas 


Age delacul- Caséine!. Cendres de la Az. soluble. Matiéres Sucre dis- rue calculée 
ture en jours, caséine. grasses, paru caleulé enacidelac- 
en hexoses. tique. 

0 3,11 0,055 0,056 0,51 — — 

4 2,96 0,014 0,083 6,53 0,50 0,41 

2 2,90 0,029 0,099 0,54 4,42 APT, 

3 2,88 0,017 0,094 0,52 1.85 4,65 

1) 2,85 0,011 0,099 0,49 2,17 2,02 

42 2,84 0,006 0,101 0,52 2,21 2522 

30 2,75 0,009 0,103 0,50 2°38 2,29 

INTERPRETATION DES RESULTATS 

Caséine. — Cette substance, qui est entiérement précipitée 


dés le second jour, diminue progressivement, mais dans une 
faible proportion ; aprés un mois de culture, 12 0/0 environ de 
cette matiére protéique seulement ont disparu. 

Il est remarquable que la quantité de sels insolubles entrai- 
née par la caséine va en diminuant au fur et & mesure des 
dosages (voir cendres). Ceci peut étre di soit & ce que la caséine 
est modifiée de telle maniére par la culture que son affinité 
pour les sels insolubles aille en décroissant, soit & ce que 
la proportion d’acétate de sodium. qui augmente d’un dosage & 
Pautre, agisse directement sur la solubilité de ces sels. 

Azote soluble. — La quantité des matiéres azotées solubles 
qui prennent naissance aux dépens de la caséine augmente 
peu & peu; elle est presque doublée dans les premiers jours de 
la culture. 

Si lon multiplie le poids d’azote soluble apparu par le fac- 
teur 6,4, qui représente le rapport de la caséine & l'azote, on 
obtient un chiffre qui représente trés sensiblement le poids de 
la caséine disparue. Ceci montre que la caséine précipitée n’a 
pas subi de transformation notable dans sa composition élé- 
mentaire, comme cela pourrait arriver 4 la suite de certains 
dédoublements, qui isolent des portions de la molécule plus au 
moins riche en azote, mais, au contraire, que le microbe décom- 
pose profondément la petite quantité de caséine & laquelle il 
s’attaque. 

On peut se demander ici si les quantités croissantes de 
soude et d’acide acétique employées au cours des dosages ne 
suffisent pas & expliquer les variations respectives de la caséine 
et de l’azote soluble. 


1. Déduction faite des cendres. 
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to 
2) 


Pour apprécier la valeur de cette hypothése, nous avons 
dosé la caséine et Vazote’ soluble sur deux échantillons de 
10 grammes du méme lait, en employant dans un cas la plus 
petite quantité de réactif, dans le second la plus grande. 
~ . Voici les chiffres que nous avons obtenus : 


Pour 100 grammes de lait : 


Soude a 4,5 0/0. Acide acétique a 15 0/0. Caséine 1. Cendres. Az. soluble. 
{re Expérience: 6 ¢c. ¢. QGaCs 3,16 0,055 0,060. 
ge Jixpérience: 18 c. c. Gaewer 3,08 0,026 0,069. 


Ces chiffres montrent que les quantités variables de soude 
et d’acide acétique employées dans les dosages n’ont ee d’in- 
fluence notable sur les résultats généraux. 

Maticres grasses. — Ces matiéres sont difficiles & doser avee 
une grande exactitude car, étant insolubles et dune densité 
assez différente de celle du lait, elles tendent & se séparer, de 
sorte quon ne peut obtenir des prises dessais parfaitement 
homogénes. et rigoureusement comparables. 

ll résulte toutefois des chiffres qui figurent dans le tableau 
(colonne 5), que le poids des matiéres grasses ne subit pas de 
modification appréciable, ce qui exclut déja Vidée d’une sapo- 
nification avancée au cours de la culture. En effet, si le beurre 
était complétement saponifié, il donnerait naissance A des 
acides solubles (butyrique, caproique, etc.) en méme temps 
quit de la glycérine, ce qui correspondrait & une diminution de 
41 & 13.5 0/0 dans le poids des matitres grasses. Mais une 
saponification partielle aurait pu se produire. Pour savoir s’il 
en.tait réellement ainsi, nous avons entrepris des expériences 
spéciales. . 

Du lait a été enrichi en matiéres grasses par addition de 
creme. Le liquide, bien mélangé, a été divisé aussitét en deux 
parties égales; apres acricaian on a ensemencé Pune et con- 
serve L ee e comme témoin, 

Apres 10 jours de culture on a extrait les matidres grasses 
contenues dans chacun deg matras et. apres les avoir pesées, on 
a déterminé leur acidité et leur indice de saponification. 

On a trouvé : 


4. Déduction faite des cendres, 
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Pour 100 gr. de mati¢res grasses. 
OO > —_ 


Pour 100 grammes de lait: 
Poids total des matit¢res 


grasses. Acidité totale Indice de saponification 
£ : en KOH. en KOH !, 
Lait témoin....... 42,87 0,42 22.7 
Lait cultivé........ 12,44 0,14 23,2 


Ce sont 1a des différences trés petites, de l'ordre des erreurs 
expérimentales. I faut en conclure que si le microbe saponifie 
les matiéres grasses, comme on pourrait le croire en s’en rap- 
portant simplement aux caractéres organoleptiques, c’est dans 
une proportion trés minime. 

Nous avons constaté que le beurre extrait du lait cultivé est 
compléiement décoloré, mais quand on le saponifie par la 
potasse alcoolique, il donne une solution rouge brunatre. 

Malgré la faible action du microbe sur les matiéres grasses, 
nous avons constaté une certaine différence dans la marche de 
Vacidification entre deux laits, dont l'un avait été préalablement 
écrémé, tandis que lautré était employé avec la totalité de sa 
créme. 

L’acidification s’est produite d’abord un peu plus rapidement 
dans ce dernier, puis, au bout d’une huitaine de jours, c’est 
Vinverse qui a eu lieu; de sorte que finalement le lait écrémé 
est devenu plus acide. — 


Acidité apparue calculée en acide Pour 100 grammes de lait 
lactique aprés écrémé, non écrémé 

3 jours. 1,48 1,68 

5 oS 4,99 2.08 

4) — 2,44 2,30 

Sk 2 cer 2,50 2,34 


Il est assez difficile d’interpréter cette singuliére influence 
de la créme sur la marche de l’acidification. . 

Le lactose. — Le sucre de lait peut étre transformé en acide 
lactique par le microbe soit directement, c’est-a-dire sans subir 
d’hydrolyse préalable, soit au contraire, et cela est & priori 
beaucoup plus probable,:aprés avoir été dédoublé suivant 
léquation bien connue, en un mélange & parties égales de 
glucose et de galactose : 

C12 22011 H20 = C&H!206 + C5H1206. 

Dans la premiére hypothése il ne peut y avoir, & aucun 
moment, dans la culture, d’autres sucres réducteurs que le 
lactose. 


{. L'indice de saponification du beurre est ordinairement compris entre 
23,15 et 23,34. 
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Dans la seconde, plusieurs cas peuvent se présenter. Si la 
transformation en acide lagtique se fait au fur et & mesure de 
l’hydrolyse, il n’y a jamais, comme dans la premiére hypothése, 
que du lactose. Si, au contraire, la transformation en acide 
lactique est moins rapide que le dédoublement, il doit y avoir 
un mélange & parties égales de glucose et de galactose a cdté 
du lactose inattaqué. Enfin, dans le cas ot le microbe, apres 
avoir hydrolysé le sucre de lait, agirait avec une vitesse diffé- 
rente sur l’un des deux hexoses qui proviennent du dédouble- 
ment, on pourrait trouver, a cété du lactose, soit du glucose 
seul, soit du galactose seul, soit un mélange en proportion 
inégale de ces deux sucres. 

La plus grande complication analytique se présente, quand 
il y a & la fois du lactose, du glucose et du galactose. Ce sont 
la trois inconnues quine peuvent étre déterminées qu’a la con- 
dition d’avoir trois équations. Les déterminations des pouvoirs 
réducteurs et des pouvoirs rotatoires, avant et aprés hydrolyse, 
devraient en fournir quatre; mais lV’acide lactique produit par 
le microbe étant un mélange d’acide droit et d’acide gauche, 
variable suivant l’age de la culture, les lectures au polarimétre 
nont plus la valeur absolue qu’elles auraient s'il n’y avait que 
des sucres en solution; on ne peut donc plus compter que sur 
les deux pouvoirs réducteurs pour suivre la transformation du 
lactose, ce qui enléve la possibilité de connaitre, & aucun mo- 
ment le rapport du glucose et du galactose. 

Nous avons déterminé les\deux pouvoirs réducteurs a diffé- 
rents ages de la culture. L’augmentation due a l’hydrolyse, qui 
est de 43,7 au début, lorsqu’il n’y a que du lactose, diminue 
peu a peu, comme on le voit dans le tableau suivant : 


Age de la culture Augmentation du pouvoir réducteur 
en jours ‘ par hydrolyse. 
0 43,7 0/0 
1 34,5 
2 31,2 — 
3 1680 
by 7,6 — 
12 ye 
30 3,3. — 


Ces variations établissent d'une maniére trés nette que, 
avant d’étre transformé en acide lactique, le sucre de lait subit 
un dédoublement préalable en glucose et galactose. En effet, 
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sil n’y avait & tout moment que du lactose, l’augmentation du 
pouvoir réducteur, par.suite de Vhydrolyse, resterait fixée a 
43 0/0, comme pour le lait témoin. Mais elle devient de moins 
en moins appréciable; c'est done que le lactose a déji subi une 
partie de hydrolyse sous linfluence du microbe ! | 

Aprés deux semaines environ cette hydrolyse microbienne 
est st avancée qu'un chauffage avec l’acide, en vue de la com- 
pléter n’augmente plus le pouvoir réducteur que de 4 & 5 0/0 
au lieu de 43. 

Quant & savoir si l'un des deux hexoses qui résultent de 
Vhydrolyse microbienne disparait plus rapidement que l'autre, 
cest un point qui ne peut étre encore élucidé, pour la raison 
indiquée plus haut. 

En somme, le ferment bulgare produit de la lactase; sous 
ce rapport il se rapproche de quelques microorganismes, en 
particulier de la levure du képhir. Cette lactase est sans doute 
fixée dans le corps du microbe; en tout cas, on n’en peut trou- 
ver dans le milieu de culture filtré & travers une bougie de 
porcelaine. 

En opérant aseptiquement avee 40 c. c. de ce liquide addi- 
tionné de trois grammes de lactose, nous n’avons constaté 
aucun changement de pouvoir rotatoire, c’est-a-dire aucune 
hydrolyse diastasique du lactose, aprés deux jours de conser- 
vation a l’étuve & 29°. 

L’acide lactique. — L’examen du tableau qui résume les 
résultats analytiques montre que la presque totalité du lactose 
qui disparait est transformée en acide lactique; du moins la 
coincidence entre le poids du sucre caleulé en hexoses et 
Vacidité calculée en acide lactique est-elle favorable a cette 
hypothése. 

On se rappelle, d’aprés l’équation théorique : 


C5H1206 = 2 C3H603 
180 2X 90 = 180 


qu'une molécule d’hexose donne exactement son poids d’acide 
lactique. , 
Nous avons extrait les acides par des agitations répétées avec 
P 8 


4. Dans les conditions de la culture, l’acide lactique seul est insuffisant a 
dédoubler le lactose. 
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de l’éther en présence d’un petit excés d’acide sulfurique et nous 
avons constaté, en transformant ces acides en sels de zinc, qu’ils 
‘taient formés presque exclusivement par de l’acide lactique; 
lhypothase ci-dessus se réalise done pour la plus grande partie 


du lactose. Mais nous avons trouvé en outre, dans les derniéres_ 


eaux-méres des sels de zinc, une petite quantité d’un acide cris- 
tallisable qui n’avait pas été signalé jusqu’ici dans les fermenta- 
tions lactiques; cet acide, qui provient évidemment d’une réac- 
tion secondaire et ne correspond pas a plus de 3 0/0 de 
Vacidité totale, est de acide succinique '. 

Pour identifier cet acide, nous avons d’abord régénéré de 
son sel de zinc par addition d’acide sulfurique et épuisement 
avec de l’éther; les cristaux obtenus ont ensuite été essorés et 
purifiés par cristallisation dans l’eau. Ils fondent exactement 
& 187-188°, comme l’acide succinique pur (au bloc Maquenne). 
Quand on les chauffe d’avantage, ils se volatilisent en donnant 
des vapeurs blanches extrémement irritantes. Transformés en 
selammoniacal ils donnent, avec le perchlorure de fer, un préci- 
pité rouge gélatineux  caractéristique ; enfin le poids molécu- 
laire, déterminé par.la méthode alcalimétrique avec de l’eau de 
baryte, a donné le chiffre 119.4 au lieu de 118, calculé pour 
COOH, CH?, CH?, COOH. 

Il restait & déterminer la nature de acide lactique produit 
par le ferment bulgare; nous lavons fait par l’étude du sel de 
de zine. Celui-ci, soumis & la cristallisation fractionnée, a donné 
deux portions que nous avons examinées au polarimétre? et 
dans lesquelles nous avons dosé l’eau de cristallisation et le 
métal combiné. Les résultats montrent que l’acide lactique pro- 
duit par le ferment bulgare est un mélange d’acide gauche avec 
un exces d’acide droit. 

Voici les données analytiques des expériences qui ont été 
effectuées sur les sels préalablement desséchés dans une 
étuye a 30°. 


“. On verra plus loin qu'il y a aussi une faible proportion d’acides volatils. 


2. En solution a 2 0/0, longueur du tube 0,50. 
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CULTURE DE 5 jours 


Zn 0/0 Zn 0/0 


a pt H?20 de sil des 
(a +> 1059) cristallise. Fala 
Jers cristaux : — 1°4 48,24 241,78 26,62 
2° crislaux : — 609’ 15,17 22,717. 26,84 
Calculé pour leracémate de zinc : 0° 18,18 21,89 26,75 
— je d-lactate de zinc: — 9° environ 2% 12,90 23,30 26,75 


RECHERCHE DES MATIERES VOLATILES 
Nous avons d’abord rechercheé Valcool, ’acétone et les acides 
volatils. i 
Dans une expérience, quatre litres de lait cultivé depuis 
3 semaines environ ont été distillés dans le vide, de maniére 
a recueillir deux litres de liquide ; celui-ci, additionné d’un léger 
exces d’eau de baryte, a été amené ensuite, par une série de 
distillations fractionnées au réfrigérant ascendant de Schloesing, 
au volume de 7c. c. L’essai de ce liquide final par la méthode 
de Lieben n’a donné aucun résultat; il en a été de méme avec 
) le chlorure de benzoyle et avec le mélange chromosulfurique. 
On peut done conclure quil n’y a production, au cours de la 
fermentation, ni d’alcool ni d’acétone. 
Pour étudier les acides volatils, un nouveau litre de lait a : 
été distillé dans le vide jusqu’a siccité. Le liquide distillé avait 
une faible réaction acide correspondant, d’aprés un essai ’ la 
baryte, a 08,53 d’acide acétique par litre. 
En réalité, il ne renfermait pas seulement de Vacide acéti- 
que, comme nous l’avons vérilié par la production du sel d’ar- 
gentet de l’acétate d’éthyle, mais probablement aussi unc petite 
portion d’acide formique (réduction a chaud du sel d'argent). 
La présence d’acide succinique dansle milieu de culture nous 
a conduits & rechercher s’il n'y avait pas en méme temps de 
Yacétylméthylearbinol, 


—s. *, 


CH3 — CO — CHOH 


CH, 


corps 4 quatre atorses de carbone comme Lacide succinique et 
dont la présence a coté du 2.3 butyléneglycol 


CH? — CHOH — CHOU — CIs 


1. Les lactates de zine actifs ont un pouvoir rotatoire de signe contraire &celui 
des acides qui leurcorrespondent. 

2, Le pouvoir rotatoire varie beaucoup avec la concentration; voir JUNGrLEIscu 
et Goncuor, C. R. Ac. Sc., t. CXL, p. 719. 


. 
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avait été signalée par Harden et Walpole dans les produits de 
fermentation du glucose par le Bacillus lactis aerogenes '. 

Une telle constatation eit été d’autant plus intéressante que 
les trois corps désignés ci-dessus sont en rapport chimique trés 
étroit les uns avec les autres.et peuvent étre considérés comme 
trois étapes successives d'une méme action microbienne. 

Une certaine quantité de lait fermenté a été distillée a sec 
dans le vide et le liquide essayé avec la liqueur de Fehling. 
Comme il n’y a pas eu traces de réduction, il n'y avait pas 
Wacétylméthylearbinol. : 

RESUME 

Le ferment bulgare agit avec une intensité trés différente 
sur les trois principales substances qui existent dans le lait. 

Il solubilise une petite quantité de la caséine, environ le 
dixitme, dont il utilise seulement une faible partie pour édifier 
ses cellules. 

Son action sur les matiéres grasses est encore moins sensible ; 
illes saponifie, mais seulement dans une proportion trés minime. 

Enfin, il hydrolyse, & Taide d’une lactase qui est sans 
doute une endolactase, la presque totalité du sucre de lait; il 
transforme ensuite le glucose et le galactose qui résultent de 
cette hydrolyseen un mélange dacide lactique gauche et dacide 
lactique droit, mélange dans lequel ce dernier acide prédomine. 
A coté de Vacide lactique dont la quantité atteint facilement 
25 grammes par litre, il y a peu d’acide succinique, environ 
1/2 gramme par litre, & peu prés autant d’acide acétique, et 
probablement enfin, de trés petites quantités d’acide formique. 

Nous n’avons trouvé parmi les substances volatiles ni 
alcool, ni acétone, ni acétylméthylearbinol. 

Le ferment bulgare est le premier ferment lactique vrai 
qui produise de l’acide succinique; il donne aussi le premier 
exemple d’un ferment lactique qui dédouble visiblement le lactose 
avant de le transformer en acide. 


1. Proceedings of the Royal Society, t. LXXVII, p. 399 (1906). Le Bacillus lactis 
aerogenes donne avec le glucose toute une série de produits, parmi lesquels figure 
i peine un dixiéme d’acide lactique. La fermentation complexe qu’il détermine 
ressemble beaucoup a celle de Bacillus coli communis, qwil accompagne dans les 
feces. Ni l'un ni lautre de ces deux microbes ne sont & proprement parler de 
verilables ferments lactiques, 


——_ 
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—TRDOSAGE DE LA MATIERE ALBUMINOIDE DU LAIT 


ETUDE D'UN NOUVEAU PROCEDE 


Par MM. TRILLAT er SAUTON 


Dans le présent travail, il est utile d’exposer tout d’abord 
Pétat actuel de la question du dosage dela matiére albuminoide 
du lait, et de faire ressortir les raisons qui l’ont’ motivé. 

Aprés avoir décrit le principe de la nouvelle méthode de 
dosage et le mode opératoire adopté, nous résumerons dans un 
chapitre spécial les essais de controle qui nous ont permis d’en 
verifier exactitude. 

Suivant cet ordre. cette étude est divisée en 3 parties : 

fo Etat actuel de la question : examen des méthodes 
actuelles ; 

2° Nouveau procédé de dosage; 

3° Controle et vérification de la méthode. 


SI 


EXAMEN DES METHODES ACTUELLES 


A partir du moment ot I’étude de la matiére albuminoide 
du lait a été ébauchée, les notions nouvelles apportées, au lieu 
déclairer les idées anciennes, semblent les avoir rendues 
confuses '. A la caséine sont venus s’ajouter successivement, 
dans le lait, le serai (Ziger des Allemands), l’albumine, V’albu- 
minose, la lactoprotéine, la protéine ou sérum (Molkenprotéine), 
les peptones. Pendant que ces substances nouvelles faisaient 
leur stage scientifique, MM. Danileswski et Radenhausen * ont 

fait un travail dont les conclusions les rayérent du tableau ; 
elles furent remplacées par la caséoalbumine, la caséopro- 
talbine, Vorroprotéine, Valbumine du sérum, la lactosynto- 
protalbine, le lactosyntogéne, la lactopeptone et la lactopseudo- 
peptone ete. Et on pourrait encore allonger la liste. 


1. Ductaux, Annales de I’Institut agronomique, t. VUI, 1883, 
2. Untersuch. iber d. Eiweistoffe d. Milch (Petersen's Forschungen, 1880). 
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Au point de vue exclusivement analytique auquel nous 
nous plagons, ces distinctions n’ont pas été sans exercer une 
influence facheuse. Pour certains analystes, le dosage de la 
caséine du lait a consisté a évaluer le poids du précipité obtenu 
par Vacide acétique dans des conditions qui n'ont pas été 
suffisamment définies '; d’autres, dans fe dosage de la caséine, 
ont fait entrer en ligne de compte la matiére albuminoide qui 
échappait & la précipitation. De la vient que la dénomination 
de caséine dans le langage analytique a été appliquée tantét a 
Yun, tantot a Vautre de ces deux modes opératoires. Cette 
interprétation différente a pu donner lieu & des malentendus 
qui subsistent encore parfois aujourd’hui. 

Cette confusion n'a pas échappé a la critique de Duclaux 
qui, dans un autre ordre didées, a fait ressortir le danger de 
cet émiettement et s’est attaché & démontrer que les différences 
fondamentales sur lesquelles ons’appuyait pour différencier les 
matiéres albuminoides du lait étaient illusoires et qu’elles se 
confondaient en réalité dans certaines conditions d’expérience. 
Toutes ces observations le conduisirent a conclure qua état 
de solution parfaite, les mati¢res albuminoides du lait se con- 
fondaient et ne commengaient a différer qu’a I’état muqueux 
ou A l'état solide, c’est-a-dire lorsque entraient en jeu des ques- 
tions non de constitution, mais d’agrégation moléculaire. Aussi, 
en derniére analyse, Duclaux a défini la caséine comme étant 
la matiére albuminoide du lait ?. 

Il peut ¢étre important, non seulement au point de vue 
scientifique mais aussi au point de vue industriel, d’établir une 
distinction entre ces matiéres albuminoides; nous pensons 
cependant, comme dailleurs beaucoup d’auteurs, que dans 
V’évaluation de la richesse du lait, c’est-d-dire dans l’analyse 
courante comme dans l’expertise, le dosage doit comporter la 
totalité des matiéres azotées, qu’elles soient constituées par 
de la caséine sous divers états, comme l’a supposé Duclaux, 
ou qu elles soient formées, selon d’autres savants, parla réunion 
de matiéres albuminoides distinctes les unes des autres. 

Elles n’en représentent pas moins en effet dans leur 
ensemble le principal élément nutritif du lait. 

4, Vinurers et Coitin, Altérations et falsifications des substances alimen- 


aires. 
2. Ductaux, Le Lait, édit. Baillitre, 1887, p. 63. 
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et 
Actuellement, le dosage de la matidre albuminoide s’effectue 
de deux maniéres : 1° par différence, 2° directement. 


1° Dosage de la caséine par différence. 

La plus répandue. la plus commode en vérité, mais en méme 
temps la plus défectueuse, consiste & faire ce dosage par la 
différence entre le poids de l'extrait & 95° et celui des éléments 
du lait. 

Il n’est pas difficile de démontrer l'insécurité de ce procédé : 
en voiciles deux principales raisons : 

a) Le poids de Vextrait ne peut étre que purement conven- 
tionnel; il varie pour le méme lait avec la durée de chauffage, 
la dimension de la capsule. lanature des parois agissant comme 
agent catalysant', la quantité de lait, état hygrométrique, la 
forme et la dimension du bain-marie, Vintensité du chauffage’. 
Aussi pour arriver a une concordance relative des résultats, les 
chimistes ont di adopter un mode opératoire fixant les condi- 
tions du dosage ; ce mode opératoire varie avec les pays*: bien 
plus, en France. par exemple, la dimension des capsules déter- 
minée par le Comité consulatif. @hygitne n’est pas adoptée 
dans tous les laboratoires. 

Le tableau suivant donne un exemple des résultats d’un méme 
lait dont on a fait Vextrait avec le plus grand soin dans le 
méme temps, sur le méme bain-marie, dans des capsules de 
mémes dimensions, mais de nature différente. 


C#apsulerde, Porecolammes 2 ch5 42.4 oss e ale * (par litre), — 125s,38 
Capstlesde’ verneiee 14). 5.5). sete Woke ap — 124er,15 
Qa piste et erat CNet wa eg eins chet tenner chia shoe _— 123815 

see) Chauitage andere, <.5c 26 xs ore ee — 123s 58 
Rieting iechauace rapide. jose. cliente tk — A218", 44 
PE XCEAN A ATISMICy VIG yp tla nebte sii corp eed os — 12Q4sr, 03 


Si on fait varier simultanément d’autres facteurs, leur 
différence peut atteindre facilement 08",5 0/0. 

L’extrait dans le vide, eomme c’est le cas pour te vin, 
offre plus de fixité que Vextrail & 100° et donne: généralement 


des chiffres plus concordants ; mais si les différences de poids — 


1. Bulletin de V Assoc. des Chim. de Sucrerie el de Distillerie. Mars, 1906. 
2. ViwteEns, loc. cit. 
Pe NALDERS~ LOC. C2L. <> ite 


63 
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deviennent négligeables d’un jour & l’autre a l’exposition sous 
la cloche, elles ne continuent pas moins a se produire indéfini- 
ment. En voici un exemple : 


Extrait apres toy] OUTS sere c ctamvia sales 123s8',17 0/00 
= ADA PRES AN JOUNS. eh we ne cn nee Satie eA 2er 16 
aT APLeSs 2D FOUNS n\, raiaolas et toyed kore 4Q9sr 55 
SP APLOS SOMOUTS in tie dies © ores aT dan aes 422er 49 
=" Apres 50! JOURS shaseisaceetacisersee sate munca 420,70 


Nous avons constaté d’autre part des différences plus con- 
sidérables dans quelques cas, par suite de la décomposition de 
certains éléments de l’extrait sous l’influence de ferments; 

b) On peut encore démontrer que, pour un méme lait, 
P’écrémage et le mouillage faussent, toutes proportions gardées, 
le poids véritable de Vextrait parce que dans le premier cas la 
fraude diminue la matiére grasse qui retient de l’eau au cours 
du chauffage et que, dans le deuxitme cas, la desiccation s’eflec- 
tue plus rapidement. 


beurre 39 grammes. 

extrait 129 — 

beurre 28 — 

extrait 116s°,24 (chiffre théorique : 448 grammes), 
Méme lait mouillé & 30 0/0 extrait ; 89s",39 (chiffre théorique : 90s",30); 


Lait témoin par litre 


Méme lait écrémé 


c) Outre les variations du poids de l’extrait, d’autres causes 
d’erreur peuvent encore intervenir. 

D’apres certains auteurs, le lait parait contenir, a état de 
combinaisons alcalines, certains produits distincts des matiéres 
albuminoides qui sont détruits au cours de lincinération: il en 
résulte une erreur en plus dans I’évaluation de la caséine par 
différenee. Enfin, dans le dosage de la matiére grasse, la plu- 
part des procédés laissent échapper une petite quantité de 
beurre; ici erreur est en moins. 

La détermination de l’extrait étant sujette & de pareilles 
variations, le poids de la matiére albuminoide obtenu par la 
différence de la somme des éléments et du poids del’extrait ne 
peut donc étre que conrentionnelle, comme nous le disions plus 
haut, et sujette 4 des fluctuations. 

Crest la conclusion qui se dégage des considérations précé- 
dentes. 

2° Dosage direct de la caséine, 


On peut rapporter 4 deux types principaux les méthodes de 


x 
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dosage direct de la matiére albuminoide dans le lait: celles 
dans lesquelles on dose la caséine en bloc en la précipitant par 
un de ses réactifs et dont la plus connue' est la méthode de 
Hoppe-Seyler; celles dans lesquelles on procéde systématique- 
ment au dosage de diverses matiéres albuminoides dont on 
admet la présence dans le lait: c’est la méthode qui a été pro- 
posée par Millon et Commailles? et qui a été trés pratiquée. 
La méthode de dosage par la présure, qu’on e appliquée dans 
Vindustrie fromagére, est inacceptable dans l’évaluation de la 
richesse d'un lait destiné 4 la consommation. 

Les méthodes basées sur ’emploi de Pacide acétique pré- 


sentent des cas d’insécurité, car la matiére albuminoide du lait, — 


incomplétement précipitée par un défaut d’acide acétique, est 
solubilisée partiellement au moindre exces. C’est pour parer 
4 Vinsuffisance d’acide acétique qu’est desting, dans la méthode 
de Hoppe-Seyler, le courant d’acide carbonique qui a la pro- 
priété de provoquer une nouvelle précipitation sans qu'il y ait 
redissolution sensible du coagulum formé. 

Divers perfectionnements ont été apportés & ces méthodes 
en vue de séparer complétement la matiére albuminoide. 

Le principal est la substitution 4 J’acide acétique de Vacide 
trichloroacétique qui précipite ‘la totalité de la matiére albumi- 
noide du lait et offre un excellent moyen de la séparer rapide- 
ment de l’élément liquide, L’excés d’acide trichloroacétique 
dissout cependant & la longue une petite quantité de matiéres 
azotées. On pourrait éviter cet inconvénient en opérant rapide- 
ment, mais nous avons constaté que si on cherchait & purifier 
par lavage la matitre albuminoide ainsi séparée, elle redeve- 
nait légerement soluble. D’autre part. le précipité non lavé 
fournit 4 analyse un exces de matiére miné¢rale. 

Parmi d’autres perfectionnements, nous citerons celui de 
M. Patein, quil a plus spécialement appliqué au lait de femme 
et qui consiste essentiellement & ajouter l’action précipitante 
de l’alcool & celle del’acide acétique *. M, Patein fait cependant 
observer que dans certains cas le filtrat donne un louche par 
Vaddition de lacide trichloroacétique ou du réactif de Tanret. 

4. Ducraux, Le Latvt, p- 149. 


2, Comptés rendus de l’Ac. des Sciences, t» LIX. 
3. Journal de Pharmacie et deChimie, 1905. 
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Enfin, 1) est bon de signaler encore le procédé élégant du 
2x M. Denigés, basé sur un principe tout différent qui cons- 
titue une méthode volumétrique pour le dosage de la ma- 
titre albuminoide du lait et quil désigne sous le nom de mé- 
thode cyanoargentimétrique. Dans ce procédé, on emploie pour 
de calcul de la caséine un tableau de correspondance établi 
expérimentalement avec les méthodes a Vacide acétique’. 

Nous rappellerons que les résultats fournis par la méthode 
qui consiste & évaluer la caséine en multipliant le poids obtenu 
pour l’azote par un coefficient conventionnel sont concordants 


et comparables entre eux; mais ils ne donnent pas le poids — 


absolu de la matiére albuminoide et dans certains cas de fraude, 
comme par exemple dans celui de l’addition de sels ammonia- 
‘caux, les résultats du dosage peuvent ¢tre défectueux. 


§ i 


NOUVEAU PROCGEDE DE DOSAGE 


Principe de la méthode. — Le nouveau procédé de dosage 
repose sur la propriété que posséde la formaldéhyde dinsolu- 
biliser les matiéres albuminoides. Cette remarquable propriété 
a été signalée plusieurs fois par lun de nous’, nolamment 
2 propos de l'albumine du blane d’cuf et du sérum, de la 
eélatine, etc. Elle lui a permis déja de reconnaitre et de doser la 
gélatine dans la gomme *. 

‘Liignorance des conditions exactes dans lesquelles cette 
‘méthode devait étre appliquée au lait n’a pas permis, jusqu’a ce 
jour, de Vutiliser pour son dosage, bien que Vidée en ait été 
‘mise plusieurs fois. 

Nous rappellerons que la formaldéhyde ne précipite pas la 
matiére albuminoide de ses solutions étendues, comme quelques 
auteurs ont écrit; bien plus. elle est méme un obstacle a sa 
précipitation et surtout & sa coagulation par la chaleur. C’est 
ainsi qu'une solution concentrée d’albumine, contenant 1 0/0 de 
‘formaldélyde, peut étre portée alébullition sans coaguler; de 
inémé.eHe nest plus que trés difficilement précipitée en solu- 

1. Bulletin de la Soctété chimaque, 1896, t. XV, p. 4116. 

2. Comptes rendus de |’Acad, des Sciences, mai a aotit, 1892. 
3. Bulletin de la Sociéte ssl ate et Gomptes rendus dé l'Acad. des 


Setences, 1990. 
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tion concentrée par le chlorure de calcium. Il faut done consi- 
dérer laldéhyde formique non comme précipitant, mais comme 
insolubilisant la matiére albuminoide. C’est tout le principe de 
notre méthode. 


* 
* x 
Ces observations indiquent suffisamment pourquoi il était 
nécessaire d’étudier d’abord les propriétés de la matiére albu- 
minoide formolée, d’examiner ensuite comment cette insolu- 
bilisation devait étre appliquée, et enfin de déterminer la com- 
position élémentaire de la substance ainsi transformée 
Suivons la question dans cet ordre. 


Propriétés de la matiére albuminoide insolubilisée. 


La matiére albuminoide du lait ayant subi l’action de la for- 
maldéhyde acquiert une résistance considérable vis-’-vis des 
dissolvants et des réactifs. C’est grace a cette parfaite insolu- 
bilité, dont il est difficile de trouver un exemple dans les corps 
organiques, qu’on peut l’amener a une fixité compléte de poids 
et de composition. Elle est insoiuble dans l’eau_ bouillante, 
Valcool, ’éther, la benzine, le toluéne, l’acétone, le tétrachlo- 
rure de carbone; les acides sulfurique, chlorhydrique et acétique, 
étendus et méme concentrés a 50 0/0, se bornent & la gonfler 
apres un contact de quelques heures; il en est de méme de la 
potasse et la soude étendues. 

L’ammoniaque concentrée, dont une faible proportion suffit & 
solubiliser la caséine, n’a aucune action, méme al’ébullition pro- 
longée. Enfin elle a complétement perdu sa faculté d’étre digé- 
rée dans les sues gastriques et pancréatiques '. Comme on le 
verra plus loin dans la partie de ce travail qui a trait au con- 
trole de la méthode, la composition ¢lémentaire de la matiére 
albuminoide insolubilisée correspond a celle qui a été donnée 
pour la caséine par les auteurs qui se sont le plus occupés desa 
purification. 


MODE OPERATOIRE POUR LE DOSAGE DE LA MATIERE ALBUMINOIDE DU LAIT 


Se. c. de lait sont étendus & 25 c. c., par de Peau distillée, 
dans un verre de Bohéme de 100 c. c.; on porte a I’¢bullition 


1. Comptes rendus de l Acad. des Sciences, 1904. 
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pendant 5 minutes, le liquide est ensuite additionné de 5 gouttes 
de formol du commerce. Ne 

Il est de toute importance d’observer que cette addition de 
formol doit avoir lieu aprés ébullition; sans cette précaution, 
une partie de la matiére albuminoide (celle précisément qui est 
désignée sous le nom d’albumine du lait) échapperait a cette 
précipitation. 

On laisse bouillir encore 2 & 3 minutes; on abandonne au 
repos pendant 5 minutes, puis on traite le liquide par 5c. c. 
(acide acétique 4 10/0; on agite au moyen d'une baguette de 
verre. Il se forme un précipité pulvérulent qu’on recueille sur 
un filtre taré de petites dimensions‘. On lave & Veau distillée. 
Les eaux du filtrat ne doivent donner aucun précipité avec les 
réactifs les plus sensibles des matiéres albuminoides. On intro- 
duit le filtre et son contenu dans un appareil & épuisement et on 
extrait la matiére grasse par l’acétone qui permet un dégrais- 
sage beaucoup plus rapide que l’éther ; on desséche & Vétuve a 
75-80° et on pése. Le précipité obtenu est blanc. il ne doit 
pas adhérer au papier. ni laisser de tache graisseuse par trans- 
parence. ; 

L’opération totale seffectue en moins de deux heures et il 
est facile de conduire simultanément plusieurs dosages. 

L’expérience nous a montré que lacide acétique convenait 
mieux que les acides nitrique ou chlorhydrique. 

Le mouillage, l’écrémage. la stérilisation et laigrissement 
du lait n’ont aucune influence sur la bonne marche du dosage ; 
la méthode a été également appliquée aux laits de brebis, de 
chévre et @anesse, au petit-lait de vache et au lait colostral. 

A titre Vexemple, voici quelques résultats qui démontrent 
que la méthode est applicable & tous les cas. 


Matlére albuminoide 


par litre. 
Laitde vache mormande st .sconee cna een 39,109 0/00 
Meme lait amonrllerau sd Oo ay ease ocean ee eee 35,339 
Ménie laitpmo ull siud /20 cee. weer are eee 31,186 
Meme: lait mower ay o0 een watts ane eee 19,500 


1, Au licu de proeéder de cette maniére, on peut aussi placer Je lait dans un 
ballon etajouter le formol aprés acide : on bouche le ballon ct on labandonne 
20 minutes jusqu’da complet refroidissement avant de filtrer. 


. 


\ 
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ant decbrebis: (Aveyron). ..).4... ca.4 = Vet nee er ODDO RO ZOO 
LEGS NENG Goa en SSE 36,040 
Had tes Oke SSO aan ee Sayer MG rae Savcic ate ecleds Cvs 21,030 
atECOlOS thy Went tak Peer eine Cet eee a. 11,000 
ASUS ENGR So ts iene eae a %,500 


Dosage simultané de la matiére grasse. — La présence du for- 
mol, par suite de ses propriétés réductrices, ne permet pas 
d’opérer le dosage du lactose, mais par contre on peut effectuer 
directement celui de la matiére grasse en distillant ou évaporant 
Tacétone (25 & 30 c. c.) dans le récipient taré qui a servi & 
extraction ; nous avons contrélé en effet que la matiére grasse 
était entiérement retenue dans le précipité. Le poids de beurre 
est donné par différence. 

On peut aussiemployer le procédé Adam et doser la matiére 
grasse avant Vinsolubilisation de la matitre albuminoide. Dans 
ce cas, il faut s'assurer que l’'ammoniaque a été complétement 
chassée par Vébullition au moment o& lon ajoute la formal- 
déhyde. 

Influence du bichromate de potasse employé comme agent conser- 
vateur du lait. — Il était utile de se rendre compte de Vinfluence, 
sur la méthode. des conseryateurs de lait utilisés dans les labo-. 
ratoires. Dans certains pays, comme en Belgique et en Suisse, 
les laits prélevés sont parfois immédiatement additionnés de 
bichromate de potasse. pour éyiter les fermentations ultérieures 
et permettre, en cas d’expertise contradictoire, de conserver 
ces. laits pendant plusieurs semaines. Les résultats suivants, 
sappliquant 4 des laits additionnés de 1 0/00 de bichromate 
de potasse.démontrent que Vaddition du conservateur n’a eu 
aucune influence sur le dosage. 


! Me nEMES COED OM rveg o) Setenes Oe bele psicim eteteieim dy >S> par litre. 38,50 

> 7 Méme lait bichromaté au 4/1600.) ......... 00.05 .005 38,50 
of, ait, témenmicca. eet os tie HE Sry faethe Mok A DAs a 36,70 
SstememeslonitdichromatGiaw 110002 cco. feel ale Sue alee 36,60 


Le lait de femme peut étre dosé par ce procédé : nous 
ferons connaitre ultérieurement Je moyen de l'appliquer sur 
une tres petite quantité de ce lait. 

Le tableau suivant rend compte de Vécart des résultats 
fournis par notre méthode et le procédé par différence qui est 
adopté g¢énéralement dans les Laboratoires. 
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Dosage par différence. Dozage direct. 
/chantillons. N gr. 000. : or. 0/00. 
Lerner me oo 37,80 
De eee 36 . 35,60 
st it astae 35.5 34,90 
Luen anaes 38,5 36 
Dade 33 32,20 


Ces résultats, nous le rappelons, confirment Yopinion de 
beaucoup de chimistes et notamment celle de Duclaux: que la 
somme des éléments dosés dans le lait (suere. beurre et cendre), 
nest pas égale au poids de l’extrait. 


$ Ill 
CONTROLE DE LA METHODE 


Pour se rendre compte de l’exactitude de cette méthode de 
dosage, il ne suffisait pas de précipiter totalement la matiére 
albuminoide du lait, il fallait encore prouver qu elle présentait 
bien la composition élémentaire de la cascine. Enfin une objec- 
tion pourrait venir a l’esprit : la fixation de l’aldéhyde formique 
peut-elle amener une perturbation dans le poids de la matiére 
_albuminoide transformée, soit par la soudure du résidu aldéhy- 
cique: soit & la suite de la condensation intramoléculaire 
s’opére vraisemblablement avec élimination d’eau? 

Pour répondre a ces diverses questions, nous avons établi : 

1° Que toute la matiére albuminoide était séparée ; 

2° Quelle possédait bien la co:position élémentaire de la 
caséime ; 

3° Qu’a la suite de sa transformation, son poids ne variait 
pas. . 

Nous allons exposer dans cet ordre les moyens de vérui- 
cation employés : 

I. — a) Les réactifs de la matiére albuminoide que nous 
avons utilisés pour examiner les eaux du filtrat aprés séparation 
du précipité sont: Vacide azotique. Vacide trichloroacétique, les 


réactifs de Tanret, dAdamkiewitz. de Millon, de Briicke et 


d’Esbach. 
Ces réactifs ont été ajoutés au liquide du fillrat. comparati- 
vement a des solutions contenant environ 1/20.000 de matiéres 
albuminoides du lait (1 c. ¢. de lait environdans | litre d’eau), 
afin d’avoir une limite de cannes Ces essais comparatifs ont 
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permis de nous assurer que les eaux du filtrat ne contenaient 
pas de matiéres albuminoides; 

b) Pour nous assurer que le traitement du lait par notre 
méthode n’avait pas détaché une petite quantité d’azote de la 
molécule albuminoide (comme c’est le cas lorsqu’on chauffe 
une solution de caséine en présence d’une ‘petile quantité 
dalcali ou d'un acide), nous avons recherché l’azote sous ses 
diverses formes, en utilisant les méthodes d’analyse les plus 
sensibles. Les résultats ont été négatifs; 

c) Puisque l’azote, sous aucune de ses formes, ne pouvait 
étre décelé dans les eaux de lavage, le poids de l’azote de la 
matiére albuminoide transformée par le formol et séparée 
devait étre sensiblement égal & celui du lait traité, C’est ce que 
confirme le tableau suivant : 


I Il 
Poids de l’azote dans 5c. c. de lait,........ 0,790 0,7902 
Poids de l'azote du précipité correspondant, —0,7894 0,7860 
Il. — a) Les précédentes recherches, qui s’appliquent spé- 


cialement a l’azote, n’indiquent pas si la matiére albuminoide, 
ainsi séparée dans sa totalité, est suffisamment pure et présente 
la composition élémentaire de la caséine telle qu'elle a été 
donnée par les auteurs qui se sont le plus occupés de sa puri- 
fication. En dehors de l’azote, nous avons dans la matitre inso- 
lubilisée dosé le phosphore, le soufre, le carbone et l’hydro- 
géne, et nous avons aussi évalué le résidu minéral. 

Les résultats de nos analyses sont compris, comme I’indique 
le tableau suivant, dans les limites des chiffres trouvés par 
Dumas et Volcker : 


Matiére album. insolubilisée. Dumas, Volcker. 

Garhonene ec. oto . 52,88 53,50 53,43 
IP VOLOSON Ot ec. ats 6,96 7,05 7,42 
AZOLO AE Sas ale. we 15,80 15,77 15,36 
Oxyeent ....2:a-.. 22,82 91,92 
PPOSPLONes . este 7: 0,74 23,68 0,74 
Sousre 5... 7% TASH a. 0,83 Adds 
Cen et cee as naan Impondérable. (),32 

100,00 400,00 190,00 


b) Hammarsten s’est appliqué tout spécialement a préparer 
de la caséine pure, au moyen dune série de précipitations et 
de lavages appropriés. Il a obtenu en fin de compte une matiére 
parfaitement blanche, exempte de cendre et qwil a considérée 
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comme de la caséine a peu pres pure. Nous avons analys¢ un 
échantillon de caséine préparée en suivant le procédé décrit par 
Hammarsten. Nos chiffres confirment les siens et sont, d’autre 
part, sensiblement les mémes que ceux provenant de l’analyse 
élémentaire de la caséine formolée. 


Matiére albuminoidé Composition de la castine Castine préparée d’aprés le 
insolubilisée. Waprés Hammarsten, procédé Hammarsten. 
Carbone.... 52,88 52,96 - 52,893 
Hydrogene, 6,96 7,05 7,08 
INVAOEC a teats 15,80 3 45,65 15,80 
Oxygene,.. 22,82 225113 22,903 
Phosphore.. 0,71 0,847 0,754 
Soule. .< cs 0,83 0,780 0,720 
Cendre 3... Impondérable , Impondérable. 
19,004 100,099 400,060 
Ill. — La transformation de la matiére albuminoide en une 


substance insoluble améne-t-elle une variation dans son poids? 

La concordance de nos chiffres d’analyse avec ceux d Ham- 
marsten ne suffit pas en effet pour répondre complétement a la 
question. La théorie s’accorde avec la pratique pour démontrer 
que la matiére albuminoide. & la suite de son insolubilisation 
sous l’action de la formaldéhyde, ne varie pas de poids d’une 
maniére apparente et que cette variation est inférieure aux 
erreurs de pesées. . 

En voici la démonstration faite sous ces deux points de vue : 

a) On peut admettre que la combinaison de la matitre 
albuminoide avec la formaldéhyde s‘effectue entre une molécule 
de celle-ci et deux de la premitre. C’est de cette manitre que 
se combinent, par exemple avec la formaldchyde les amines de 
la séric aromatique. Cette comparaison est d’autant plus justifiée 
qu’a la suite de cette combinaison certains d’entre eux, comme 
les dérivés amidés qui contiennent des groupements phénoli- 
ques, acquiérent une insolubilité semblable & celle de la caséine 
formolée. 

Si l'on compare d'une part le poids moléculaire de la for- 
maldéhyde & celui de la casdine, considérablement plus élevé; 
si Yon réfléchit que la fixation du résidu méthylénique d’un 
poids moléculaire de 1% se fait vraisemblablement avec élimina- 
tion de 16 d’eau, on peut déja prévoir que la combinaison entrée 
la caséine et la formaldéhyde, méme en admettant que plu- 
sicurs molécules de celle-ci entrent en jeu, ne modifie pas 
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sensiblement le poids de la caséine transformée et que Verreur 
est de méme ordre de grandeur que celle qui résulterait des pesées; 

28) Cette théorie est confirmée par les résultats des expé- 
riences suivantes : 

Expérience. — 10 grammes de caséine, bien dégraissée et puri- 
lice, sont placés sous une cloche de 5 litres dans laquelle on a 
fait vaporiser 1 décigramme de trioxyméthyléne. Au bout de 
48 heures on retire la cascine. On la stche dans les mémes con- 
ditions et on la pése. Son poids n’a pas sensiblement varié : elle 
est devenue cependant complétement insoluble dans l’ammo- 
niaque concentrée et les alcalis. Cette transformation a eu lieu 
sous l’influence de traces de vapeurs de trioxyméthyléne ; 


c) Le poids de 10 grammes de cas¢ine mis en suspension 


dans une solution de formol & 30/0 ne varie presque pas ’ la 
suite de son insolubilisation. 

Inversement. le titre dune solution aqueuse de formol, 
dans laquelle on a laissé la caséine s’insolubiliser, ne change 
pas sensiblement. Dans ces expériences. pour éviter les erreurs 
de titrage. il faut laver soigneusement la caséine, qui retient 
mcecaniquement de la formaldéhyde ; 

d) L’essai suivant démontre que l’excés de formaldéhyde 
n'a aucune influence sur augmentation du poids de la matiére 
albuminoide transformée. 

Plusieurs prélévements de 5 c. c. dun méme lait ont été 
effectués. On a dosé la matiére albuminoide d’aprés la méthode 
indiquée, mais en faisant varier la dose de formol employée, 
depuis =~ jusqu’a 5 ¢. c. Cet excés considérable daldéhyde 
formique a simplement pour effet @accélérer le phinomene de 
Vinsolubilisation, mais il ninflue pas sensiblement sur le pete 
de la matiére insolubilisée. 


Poids de formaldéhyde Mat. albuminofde 
employée. insolubilisée. 
Osr,010 38s", 430 
Ost, 020 350,497 
Ost, 059 38s", 434 
430,500 F 38s" 499 
CONCLUSIONS 


Nous coneluons done de l'ensemble de ces résultats : que la 
matitre albuminoide du lait est entiérement séparée; que sa 


i ae) ce ha tae ee 
: + 
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composition élémentaire.correspond & celle de la caséine consi- 
; “: a, 

dérée comme pure; enfin qie sa transformation par la formal- 

déhyde ne fait pas varier sensiblement son poids. 


* 
K 


Nous pensons que cette méthode, aprés ces contréles multi- 
pliés, présente des garanties d’exactitude suffisantes pour légi- 
timer son emploi dans Je dosage de la matiére albuminoide des 
laits. 

A ce titre, elle pourra contribuer a la disparition de la 
pratique défectueuse qui consiste & doser cet élément, le plus 
important du lait, par la différence du poids des autres ¢lé- 
ments avee celui de l’extrait total. 


Des Tropismes du “ Bacterium zopfii ® Kurth 


PREMIERE NOTE 


PAR LE Dr Epmonp SERGENT 


Les recherches relatées ci-dessous étaient achevées, lorsque 
parut une note de Heinrich Zikes : « Ueber geotaktische Bewegungen 
des Bacterium zopfii * ». 

L’influence de la pesanteur sur les mouvements des Bac- 
téries n’avait été auparavant étudiée que par J. Massart *, 
chez deux spirilles de eau de mer, dont l'un possédait un pou- 
voir géotactique négatif, et autre un pouvoir positif (expé- 
riences faites en milieu liquide). 

Les recherches de Zikes n’ayant pas été entreprises dans le 
méme but que les miennes paraissent devoir ¢tre résumées ici : 


Aprés avoir constaté Vinfluence dans le sens négalif de la pesanteur sur. 
les cultures du B. zopfiz, notamment en se servant de plateaux tournants, 
Zikes s’attache surtout 4 déterminer la vraie nature de cette influence. Se 
traduit-elle par du géotropisme, au sens de Wiesner $: c’est-a-dire un phé- 
noméne releyant de la croissance d'un méme individu, ou par du géotac- 
tisme. c’est-a-dire un phénoméne présenté par des organismes séparés, libres 
et mobiles? Une observation microscopique prolongée dune méme culture 
permet & Zikes de conclure au géotactisme. A noter encore que certaines 
parties des cultures n’obéissent pas 4 ce géotactisme ; que dans une expé- 
rience élégante, en renversant 4 plusieurs reprises, 4 deux jours de distance, 
le vase de culture, Zikes a pu obtenir une culture en zigzag, et quil a 


observé du géotactisme dans des milieux liquides (bouillon). 


Mes expériences, orientées dans une toute autre direction, 
ont été instituées dans les conditions suivantes : 


Le Bacterium zopfii, coecobacille isolé de Veau, est bien connu depuis 
les travaux devenus classiques dont il a été Pobjet de la part de H. Kurth ‘, 
qui a démontré, grace a lui. le pléomorphisme des bactéries, Ce Bacterium, 


1. Communiquée a I’Académic des Sciences de Vienne, séance du 
ler février 1905. Sitsungsberichten, math.-naturw. Klasse, t. CXV, p. 4, 1906. 

2- Recherches sur les organismes inférieurs, Bull. de l’Acad. roy. de Bel- 
gique, 3° série, t. XXII, 1891, p. 148. 

3. Anatomie und Physiologie der Pflanzen, 4° éd., p. 309. 

4. Ein Beitrag zur Kenntnis der Morphologie und Physiologie der Spaltpilze, 
Botanische Zeitung, t. XLI, 1883, pp. 369, 393, 400, 425. 


1006 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ensemencé en strie a la surface d’un tube de gélatine incliné, donne, si Je tube 
est maintenu vertical, une culture remarquable par son‘ aspect de plume 
d’Oiseau, & barbules paralléles toujours dirigées vers le haut, formant un 
angle de 45° avec la verticale (figure 4). Si le tube de gélatine inclinée 
est maintenu horizontal, cet aspect n’existe pas, la culture se fait sous 
forme d’arborisations enchevétrées, dirigées dans tous les sens, Ce dernier 
aspect est le seul que connut Kurth qui faisait ses cultures dans des vases 


Fig. 2, 


tenus horizontaux, La culture en plume est propre a la gélatine; sur gélose, 
il ne se développe que des arborisations. 

La partie axiale de la culture en strie est composée d’amas de colonies 4 
Vaspect de perles, et constituées par des cocci; les barbules latérales ne 
comprennent que des éléments bacillaires. 

Dans des cultures dagées, en particulier dans des tubes renversés, il se 
développe une seconde culture filamenteuse, dirigée en sens inverse de la 
premicre, et formée de barbules plus gréles, plus flexueuses. Zikes a vu cette 
seconde culture, mais ne lui a observé aucun caractére géotactique, tandis 
que par Vexamen A l’ceil nu et surtout au microscope binoculaire, j’ai pu 
souvent constater sa direction vers le bas. La figure 3 représente le méme 
tube vu sous Geux incidences, et montrant ainsi ees deux sortes de cul- 
tures filamenteuses. ; ‘ 


ee eee Te Te Pe 
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Le B. Z, dont je me suis servi provient de la collection du Dr J, Binot, 
Vinstitut Pasteur. 

Sauf indication différente, les tubes sont maintenus debout, la surface de 
la gélatine étant verticale. Bouillon gélatiné ordinaire. Pas de capuchons cle 
eaoutchouc. Tubes de 16 millimétres ou de 20 millimétres de diamétre 
(mémes résultats). Culture a 240, 

% x 

1. — Le premier coup d’oeil jeté sur une culture de B. Z. sur 
gélatine éveille Pidée d'un géotropisme négatif (figure 1). 

Il. — Ala réflexion, la constance de l’angle de 45° formé avec 


Fig. 3. 


la verticale, par la direction des pennules, suggére l’hypothése 
@une autre force agissant en méme temps que la pesanteur et 
en sens différent, sur la Bactérie (par exemple, une force a 
attraction horizontale d’intensité égale & celle de la pesanteur, 
si du moins on peut appliquer 4 une culture bactérienne la 


. loi du parallélogramme des forces). Cette idée est fortifiée par 


la vue de tubes comme celui de la figure 2, ott, la strie présen- 
tant des solutions de continuité, les pennules conservent cepen- 
dant partout la méme direction paralléle, sans profiter des — 
espaces libres pour les cultiver, comme cela arriverail si, seule, 
action de la pesanteur les sollicitait. 
~~ 

I. —Le premier probléme consiste dans la vérilication de la 
réalité de action de la pesanteur. 

A. La culture en plume est obtenue réguliérement dans des 
séries de tubes maintenus droits, ou renversés, verticaux. Elle 
manque toujours dans les tubes maintenus horizontaux. 
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B. Eliminer Vaction de Vair. Les mémes séries, faites 
avec des tubes capuchonnés ou non, provoquent les mémes 
constatations. 

C. Eliminer action de la lumiére. Mémes séries dans une 
hoite métallique, vernie, noire, hermétiquement close. 
Mémes résultats. 

D. Tubes spéciaur. Des tubes de culture furent pré- 


haut en bas, et ot lair entre par les deux extrémités 
(figure 4). Mémes séries, compliquées de capuchonnages 
alternatifs de l'un et l’autre bouts. Mémes résultats. 

KK. A titre d indication : des tubes ordinaires de 
gélatine, maintenus inclinés & 45° sur la verticale (fig. 5). 
donnent des cultures en plume typiques. 

Done, géotropisme (ou géotactisme) négatif. 


— 

Il. — La démonstration qu'une seconde force: agit 
pour donner aux pennules leur direction oblique, for- 
mant un angle de 45° avee la verticale, peut résulter, 
m’a-t-il semblé, de la découverte des conditions néces- 
saires pour que la culture obéisse seulement & Jaction 
de la pesanteur, cest-&-dire donne des filaments tout 
& fait verticaux. La preuve que l’on a supprimé l’action 
4 dune force contrariant l’effet de la pesanteur entraine 
Vig. 4. d’elle-méme la preuve de l’existence de cette force. 

Les conditions susceptibles d’éliminer lTaction de cette 
deuxiéme force sont remplies par la culture en boite de Roux ‘ 
tenue verticale. 

Un demi-litre de gélatine est coulé sur le grand cété de cette 
boite; et fait prise, sa surface étant inclinée, comme dans un 
tube ordinaire. La figure 6 montre une telle boite vue de profil. 

La figure 7, représentant la méme boite vue de face, met 
en éyvidence que la culture est verticale absolument, de chaque 
coté de la strie, et forme une infinité de rayures paralléles. Puis, 
au bout de 6.& 7 jours, la culture s’étant approchée & 2 centi- 
métres en moyenne des bords de la surface nutritive, les 


. La boite de Roux est une bouteille aplatic en prisme rec langulaire. Dime n- 
sions: 22% K 412% &K 5 om. Le goulot a 29 ™ de diametre, 


parés, dans lesquels la gélatine est de méme épaisseur du: 


mm 
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pennules obliquent. et s’inclinent & 45° vers le verre. A la 
partie inférieure de la strie, & quelques centimetres du fond de 
la boite, les pennules ne sont jamais verticales, mais d’emblée 


horizontales, et couvrent ainsi toute la portion basale de la 
gélatine de rayures horizontales et bien paralléles, 

Remarque. — Dans bien des eas, les filaments verticaux cheminent non 
seulement yers le haut, mais aussi vers le bas, le sens semble indifférem- 
ment positif ou néegatif, mais reste toujours rigoureusement vertical. 

Mémes résultats, si la boite est maintenue renversée, le 
goulot en bas (strie verticale). 

Mémes résultats, si la boite est maintenue couchée sur 
une face latérale (strie verticale) *. 

Témoin : Si la boite est tenue couchée a plat, la surface 
de la gélatine étant horizontale, arborisations en tous sens. 

La verticalité des rayures ne tient pas ala grande abon- 
dance du substratum nutritif, car si l’on fait se solidifier un 
demi-litre de gélatine en pente inclinée, sur une face latérale de 
la boite (figure 9), la strie tracée au milieu d’une surface de 
5 centimetres de largeur (le bloc de gélatine ayant jusqu’d 
5 centimetres de profondeur) donne une culture en plume 
typique. Mémes résultats avec une boite semblable renyersée. 

Done, tout se passe comme si le voisinage des parois de verre, or 

4, A titre d’indication : dans les boites de Pétri, les Cees se passent a une 
facon analogue (figure 8), . ‘ yah 
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du bord de la surface de la gélatine, exercait une attraction @in- 
tensité égale a celle de la pesanteur, et dont les effets se font sentir & 
plusieurs centimetres. Pa 

En haut, les bords sont horizontaux et supérieurs, 
cette action s’ajoute & celle de la pesanteur : les 
pennules sont verticales. 

Latéralement, les bords sont verticaux, la direc-- 
tion de la 2° force forme un angle de 90° avec celle 
de la pesanteur : les pennules montent vers le haut 
sous un angle de 45°. 

En bas, les bords sont horizontaux et inférieurs, 
la direction de la 2° force prend un sens absolument 
opposé & celui de la pesanteur, les deux actions s’an- 
nihilent: les pennules, sollicitées seulement par l’at- 
traction des bords latéraux, cheminent horizontale- 
ment. 

Les mémes constatations peuvent étre provoquées 
par d’autres expériences : 

A. En immergeant dans la gélatine des tubes a 
essai stériles, verticaux, faisant saillie de quelques 
millimétres. La strie étant dessinée parallélement au 
tube, la culture part, du cété opposé au tube, en 
rayures verticales, mais, du cété du tube, en pen- 
nules & 45° (figure 10). 


Fig. 6. 


A noter encore ici que les rayures sont toujours 4 450 avee la verticale, 
mais montent ou descendent. La culture ayant gagné, par-dessus ou par- 
dessous, l'autre coté du tube, repart en surface, toujours & 450, montant ou 
descendant. 

On peut rapprocher de ce fait que si ’on ensemence en strie, le long du 
bord de la surface en boite de Roux (figure 14), les pennules se détachent a 
450, mais tantot vers Je bas, tantot vers le haut. 


On peut conclure de la constatation de cette premiere catégorie de 
faits que Vattraction exercée par les bords sur la culture est du 
méme ordre que celle qu'exerce wne ELEYURE quelconque sur cette cul- 
ture. Il faut done faire rentrer Vaction des bords, cas particulier, 
dans le cadre des actions des éievures en général. Les expériences 
suiwantes confirment ceite maniére de voir. 


Tn" ee 


as eee a 
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B. On peut produire des élevures irréguliéres & la surface 
de la gélatine, en y déposant, lorsqu’elle est déja solidifiée, 
quelques gouttes de gélatine dessinant des mamelons ou des 
chaines, Les pennules sont attirées par ces élevures lorsqu’elles 


arriyent dans leur voisinage, et, de verticales, elles deviennent 
obliques a 45° vers elles. 

C. Proposition inverse : puisque les élevures semblent attirer 
les filaments du B. Z., comment ceux-ci vont-ils se comporter 
sur une surface convere ? Une surface convexe réguliére de 
gélatine fut obtenve en décollant le bloc de gélatine formé 
quand ceile-ci fait prise, dans une boite de Roux couchée sur 
une face latérale, face grossi¢rement semi-cylindrique (figure 9). 
Ce bloc, décollé par chauffage et liquéfaction de la couche 
superficielle de la gélatine, est renversé brusquement sous l'eau 
froide, de fagon a adhérer au verre par sa face plane, la face 
semi-cylindrique devenant libre (figure 12). La strie est tracée 
suivant la ligne faitiére du bloc. Il ne se produit pas de filaments 
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1 la surface, mais seulement dvs cultures en perles (Cocci) qui 
donnent des pennules obliques & 45° vers le haut. C’est le seul 


cas ou des cultures en perles aient un aspect de plume. A Uin-_ 


térieur de la gélatine se développent, tardivement, des filaments 
dirigés & 45° vers le haut. 


D. Enfin, quand la surface de la gélatine est irréguliére, 


GT 


chose facile 4 produire, les stries verticales ne donnent plus 
la culture caractéristique, les rayures dessinées par les fila- 
ments se dirigent vers les élevures les plus proches. 

Avec la culture en boite de Roux, sur surface régulitre d'un 
demi-litre de gélatine, nous avions ¢éliminé toutes les autres 
forces, de fagon & laisser & la pesanteur seule lVoccasion de 
manifester son action. 

Dans les mémes conditions, mais avec une surface irrégu- 
litre, on constate Veffet d’attractions multiples développées par 
le voisinage des élevures. La pesanteur est ici la force dont on 
discerne le moins l’action. Nous possédons ainsi deux cas 
‘extrémes. 

En dehors du tropisme commandé par la pesanteur. le B. Z. obéit 
done a des tropismes provoqués par des forces qui sembient condi- 
tionnées par le voisinage d’élevures de la surface de la gélatine. 


* 
* * 


La culture du B. Z. peut étre soustraite aux tropismes dont nous 


wenons de constater Vexistence, et sensibles: 1° & Vaction de la 
pesanteur; 2°°a celle des élevures. ; 
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I. — Influence de la température sur les tropismes. 


- Toutes les cultures ont poussé jusqu’ici & 24°. Si on laisse 
les tubes de culture & la température du laboratoire (15° & 200), 
on constate que la culture verticale (fort lente) se fait comme 
la culture horizontale, par arborisations. que n’influencent ni la 
pesanteur ni le voisinage des bords. 


il. — Influence de labsence dair. 


Le B. Z. est trés avide doxygéne. Des tubes de gélatine 
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Fig. 9. Fig. 10. 


inclinée, dans lesquels le vide a été opéré, donnent des cultures 
trds gréles,“en arborisations, sans aucune tendance a la for- 
mation de penne. . 

Contre-épreuve : au bout de 8 jours d’étuve a 24°, le tube 
effilé qui traverse le bouchon de l'un de ces tubes est brisé : 
Vair quirentre ainsi permet & laculture de s’épanouir en plume 
en deux jours. 
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Ill. — Influence de Vabondance du substratum nutritif. 


On a vu plus haut que cette abondance, & partir d’un certain 
degré, n’est pas plus favorable 4 Vaction de la pesanteur qu’a 
celle de toute autre cause de tropisme. Mais, au-dessous d'un 
certain degré, elle produit un effet marqué. 

Si, au lieu d’un demi-litre de gélatine, on n’en verse sur le 
grand cété d'une boite de Roux que 60 4 70 c. c., épaisseur de 


Fig. 41. 


la couche est trs mince et se chiffre par quelques millimétres. 
Dans ces conditions, la culture verticale se fait en arborisations 
en tous sens, et ne peut pas se distinguer d’une culture horizon- 
tale : ni laction de la pesanteur ni celle des élevures ne se 
font sentir. Peut-étre peut-on interpréter ce résultat par Vin- 
fluence, 2 travers la mince couche de gélatine, du voisinage de 
la paroi de verre. 

Les mémes arborisations sont obtenues & la surface de la 
gélatine de tubes d’Esmarch : 1 & 2c. c. de gélatine répartis 
sur la surface interne d'un tube & essai. dans lequel ils ins- 
crivent un cylindre d’épaisseur trés faible. 

Enfin des cultures faites en boites de Morax, tenues verti- 
cales, donnent des aspects frappants. Le fond de ces boites est 
bombé a la partie médiane, de sorte que la couche de gélatine 
y est plus mince. Endessinant trois stries d’ensemencement 2 la 
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surface de la gélatine, on obtient deux pennes avec les stries 
latérales sur gélatine profonde, et des arborisations avec la 
strie médiane, sur gélatine mince (figure 13). 


IV. — Influence de la richesse nutritive du substratum, et de 
sa teneur en gélatine. 


Des essais ont ¢té tentés avee cing préparations différentes 
de gélatine : 


(1) (3) 
Bouillon, ....... AO DQU er AURA. tosis ote 4,000 Bouillon....... os) 4,000 
ebame eek acs DOOM cee es sicko SRS Olin es teeria teas Ness 5 
Peptone..°...... “(Te TRE) kore ee 40 Gélatine....... 130 
Gelatine... esc. cs 430 __Gélatine...0..... 80 
(4) (5) 

BUN ee ast ste ae Sr cet e SOOM BOUIN GT Sater cic tresses o 1,000 
le eitind an Men a eae Pe 3S DE BL sl ae tee te eters Sena 5 
I RATLGING GA: cee semcr iNOS apes AO SERED LOM Ge termmira crate theta cls: Be 40 
GlalinO=en ae eee ence tes Sone) (relacine: a eae. Gecioeen tee es a 180 


Pas de différence notable, sauf pour la formule n° 3; la 


Fig. 12. 


culture sur cette gélatine pauvre part en retard, et revét sur- 
tout la forme de perles (Cocci) '. Finalement, la culture en 
plume y est aussi typique que sur les autres gélatines. A noter 
la présence de perles au milieu des filaments des barbules. 


4. Kunra avait déja vu que sur les milieux ¢puisés, les Cocci dominaient. 
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On peut donc dire, d'une fagon générale, que les tropismes du 


B.Z. sont favorisés par les-mémes causes qui sont propices a la 


végétabilité de cette bactérie. 


* 
x * 


ll convient de remarquer, en terminant, que les tropismes _ 


complexes du B. zopftz constituent un caractére de plus, qui 
apparente les bactériacées aux végétaux. 


* 
* * 


Ces recherches étaient terminées, lorsque parvint & ma con- 
naissance le mémoire de L. Errera, Sur Uhygroscopicilé comme 
cause de Vaction phystologique a distance découverte par Elfving *. 


« Fr,. Elfving ? avait été amené a étudier l’action de divers métaux. sur 


la croissance d’une mucorinée : Phycomyces nitens, dont le géotropisme 
négatif est, d’autre part, bien connu. Elfving fixe le morceau de métal a 
examiner au-dessus d’une cullure du champignon sur pain, de telle sorte 
que les filaments sporangiféres, en continuant leur croissance, devaient enyi- 
ronner Je métal. L’action des métaux, lorsqu’il y en a une, se manifeste sous 
forme d’attraction, c’est-a-dire que, de toutes parts, les filaments se cour: 
bent en décrivant vers le métal un are plus ou moins prononceé. Le fait 
infattendu, découvert par Elfving, c’est que le fer exerce une attraction 
remarquablement plus forte que tous les autres corps. » 


4. Recueil de l'Institut botanique, t. VI, pp. 303-366, Bruxelles, 1906. 

2. Ueber physiologische Fernwirkung einiger Kérper, Helsingfors, 1890, et : 
Sur une action directrice qu’exercent certains corps sur les tubes sporangiféres 
de Phycomyces nitens, Annales de l'Institut Pasteur, février 1894, pp- 104-104. 


hy. 


“ce ie 
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Daprés Errera, « dans les phénoménes découverts par Elfving, l’agent 


§nconnu qui attire ou repousse est tout simplement la vapeur d’eau. Le 
Pp Pp Pp 


Phycomyces se courbe vers les corps qui attirent lhumidité (parmi lesquels 
le fer rugueux tient le premier rang), et s’écarte de ceux qui en dégagent ! », 


L’influence des élevures sur le B. Z. réléve-t-elle de phéno- 
ménes dus a l’hygroscopicité, ou d’autres causes? Telle est la 
question qu il reste & examiner dans un prochain trayail. 


4. L. Errera propose de donner le nom de tropismes « aux diverses facultés 
du protoplasma vivant, de ressentir les asymétries dans la distribution des 


agents extérieurs et d’y répondre par des courbures d’une direction déterminée ». 


‘Les tropismes ne sont pas les mouvements effectués, mais les facultés memes 
aises en jeu dans ]’étre animé. 


Contribution 2 l'étude des sérums hémolytiques 
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Le dosage des substances actives dans les sérums hémolytiques 
Par L. REMY 


Docteur és sciences et en médecine, 
Chef du service bactériologique a l'Institut chimique et bactériologique 
de l’Etat 4 Gembloux (Belgique). 


Dans un précédent mémoire.nous avons établi que le sérum 
hémolytique et ses substances actives s'unissent aux globules 
rouges conformément aux lois suivantes : 

1° En présence d’une quantité suffisante de globules rouges 
et de sérum hémolytique, intensité du phénoméne d’hémolyse 
(nombre de globules détruits) est proportionnelle aux doses de 
sérum intervenues dans la réaction; 

2° En présence d’une quantité suffisante de globules rouges 
et @un excés de ’'un des deux constituants du sérum (alexine 
ou sensibilisatrice), ’intensité du phénoméne d hémolyse (nombre 
de globules détruits) est proportionnelle aux doses que l’on a 
employées de l'autre constituant; 

3” En présence d’une quantité suffisante de globules rouges 
et de la dose minimum des deux constituants du sérum capable 
de provoquer la dissolution des globules rouges, Vintensité 
des phénoménes d’hémolyse (nombre de globules détruits) est 
porportionnelle aux doses que lon fait intervenir de l’autre 
constituant. Ainsi sil A et IS sont les doses minima d’alexine 
et de sensibilisatrice qui peuvent provoquer la globulolyse, en 
maintenant constante la quantité minimum d’alexine IA, l’in- 
tensité du phénoméne d’hémolyse augmentera proportionnelle- 
ment aux doses 2S, 3S, ete., qui figureront dans la réaction, 
et réciproquement.. 

En résumé : 1° une quantité constante de sérum hémoly- 
tique détruit toujours une quantité constante de globules rouges; 
2° la dose hémolysante la plus faible de l'un des deux consti- 
tuants du sérum s’unit & autre en proportions variables pour 
donner le phénoméne d’hémolyse. 

Dans le présent mémoire nous nous proposons de recher- 
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cher st ’application de ces lois nous conduira au dosage des 
substances actives des sérums hémolytiques. 

A priori, il est évident que chacune de celles-ci peut nous 
permettre de résoudre le probléme. En effet, quand on veut 
doser l'une des deux substances actives d’un sérum, la sensibi- 
lisatrice par exemple, on fait réagir sur des globules rouges des 
doses variables de cette substance, en présence d'une quantité 
constante d’alexine. Si, comme quantité constante d’alexine, on 

~ en emploie un excés, on applique la deuxiéme loi; si, au con- 
traire, la quantité constante d’alexine est représentée par la 
dose minimum active de cette substance, c’est la troisiéme loi 
qui entre en jeu. 

Comme la détermination de la dose minimum active des 
constituants du sérum est une opération parfois trés longue et 
toujours trés délicate, tandis que l'emploi d'un excés est au 
contraire une opération simple et rapide, c’est & lapplication 
de la deuxiéme loi que nous nous adresserons, quand faire se 
pourra, pour doser les substances actives des sérums hémoly- 
tiques. 

Le dosage des substances actives des sérums repose donc 
sur le fait, qu’en présence d'une quantité constante (exces ou 
minimum) de l'un des deux constituants, l'intensité du phéno- 
méne d’hémolyse est proportionnelle aux doses que l’on a 
employées de l’autre constituant du sérum. La constance de ce 
rapport présente-elle une portée générale ou ne s’exerce-t-elle 
que dans certaines limites expérimentales? Il est évident que 
Vhémolyse naturelle que produisent certains sérums neufs, vis- 
a-vis des globules rouges d’espéces différentes, est de nature a 
troubler ce rapport. Le probléme se complique done,suivant que 
Von opére avec des sérums qui, normalement, sont ou ne sont 
pas hémolytiques-pour les globules que l’on a injectés aux 
animaux. Deux cas peuvent donc se présenter : 

Dans le premier cas, le sérum normal de l’animal vacciné 
était, avant la vaccination, sans action sur les hématies qu’on 
lui a injectées. 

Dans le second cas, le sérum normal de l’animal vacciné 
dissolvait déja, avant la vaccination, les globules injectés. 

x 
Le sérum normal de V’animal vacciné était, avant la vac- 
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cination, sans action sur les hématies qu’on lui a injectées, 

Le sérum de cobaye vaeginé contre le sang de lapin rentre 
dans cette premiére catégorie; on sait en effet que le sérum 
normal de cobaye conserve généralement bien les globules 
rouges de lapin. Nous nous trouvons done dans les conditions. 
les plus favorables pour éludier les modifications que subis- 
sent les constituants du sérum de cobaye, au cours de l’immuni- 
sation de cet animal contre les globules rougesde lapin, 

La quantitéde substances actives augmente-t-elle progressi- 
vement avec le nombre dinjections de globules rouges? Telle 
est la question que nous allons tacher d’élucider. Pour la 
résoudre, il nous suffira de doser l’alexine et la sensibilisa- 
trice, dans une quantité égale de sérum de cobaye ayant regu 
3-6-12 injections de sang lapin, et de comparer les doses trou- 
vées entre elles aux doses que contient le sérum de cobaye 
neuf pris comme témoin. 


A. — Dosage de Valexine. 


L’alexine varie-t-elle dans le sérum de cobaye ayant recu 
3-6-12 injections de sang de lapin? : 

Pour répondre a cette question, dosons la quantité d’alexine 
qui se trouve dans 0,2 c. c. de sérum alexique de chacun des 
cobayes vaccinés, comparativement a celle qui existe dans 
0,2 c. c. de sérum alexique de cobaye neuf. a 

ie Cobaye ayant recu 3 injections. Deux tubes I. II recoivent ; 
le premier 0,2 c. c. desérum alexique de cobaye vacciné et 5,6 c.c. 
de sang de lapin défibriné, lavé et dilué (15 c.c. sang+835 c. c. 
eau physiologique). 

Dans le tube II, on introduit 0,2 c. c. sérum alexique de cobaye 
neuf, 0,2 c. c. de sensibilisatrice de cobaye 3-injections (sérum 
chauffé & 56-57° de ce cobaye) et 5,4 ¢. c. de la dilution de sang 
ayant servi pour le tube I. Ces deux tubes contiennent done 
chacun la méme dose de sensibilisatrice fournie par le cobaye 
ayant recu 3 injections de sang de lapin, un léger excés de 
globules rouges donnés par le sang de lapin, seule l’alexine 
0,2c. c. est dorigine différente; elle provient, dans le tube I, du 
cobaye lapin 3 injections; dans le tube HI, du cobaye neuf. 
Liintensité du phénoméne dhémolyse dépendra donc unique- 


. 
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ment de la dose d’alexine contenue dans les 0,2 ¢. c. de sérum 
alexique que l'on a mis dans la réaction. . 

On agit de la méme fagon avec les cobayes ayant recu 
6-12 injections de sang de lapin et on prépare ainsi les tubes IL et 
IV, Vet VI dans les mémes conditions que les tubes I et I. On 
agite ces tubes et on les porte & l’étuve 36-37° pendant 2 heures. 
On centrifuge et on préléve de chacun des tubes 2 ou 4 ¢. ¢., 
que l'on dilue dans 50 c. c. d’eau physiologique. On détermine 
alors, 4 aide du colorimétre, le pouvoir colorant dé ces diffé- 
rentes solutions. Les résultats obtenus sont consignés dans le 
tableau suivant : 


oO [) 
Lo} ow 
ae) een 
MS QUANTITE QUANTITE QUANTITE | h & 8 | Mess 
d’ordre = a 2 = 2 #3 
ici ivi ; s : OMe n 
des et origine de et origine de la ajoutée de sang a = S is oe 3 
| Tubes l’Alexine Sensibilisatrice dilué de lapin a < 2 E322 
Se ‘ = n 
COBAYE NEUF TEMOIN 
i. 2 sér : al. cob. 5 Be dilnd 18 0/ pas dhé- 
; Saace & .6 dilué 15 o/° 5,8 
I maa néant 5.6 dilué 15°, molyse. 


COBAYE AYANT RECU 3 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 


ntenue dans les 


9 +~ap ° co ; 
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II neuf. 1-*eob. lap. 3 seh = 5,8 40) 


COBAYE AYANT RECU 6 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 


al. cob, |Contenue dans les| 
ae ‘| 0.2 de sér. al./5,6 dilué 45 °/° 8.8 BS 
cob. lap. 6 inj. 


0.2: sér: 
l lap. 6 inj. 


—- — 5,8 69) 


0: 2 <ser. al : cob.|0. 2 sér. chauf. 5 4 
It neuf, cob, lap. 6 inj. |°’ 


COBAYE AYANT RECU 12 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 
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0. 2sér:‘al. cob./0. 2 sér. chauf. te w as 
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EEE 
Avant de discuter les résultats contenus dans ce tableau, 
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rappelons d’abord que, dang les conditions expérimentales ou 
nous sommes placés, l’intensité du phénoméne d’hémolyse est 
proportionnelle & la dose d’alexine et & la teinte du liquide 
hémolytique. Or la teinte du liquide hémolytique est inverse- 
ment proportionnelle & la hauteur que possédent les colonnes 
de liquide contenu dans les éprouvettes, lorsque celles-ci donnent 
au colorimétre des colorations identiques; il en résulte que 
la dose d’alexine est, pour chacun des tubes, inversement 
proportionnelle aux nombres de la 6° colonne.-En outre, 
pour chacun des cobayes 3-6-12 injections, nous avons comparé 
chaque fois la dose d’alexine contenue dans (),2 de sérum 
alexique & celle qui se trouve dans 0,2 de sérum alexique 
cobaye neuf. Comme nous avons, pour chacun des cobayes, 
pris comme terme de comparaison le liquide le moins coloré, et 
que celui-ci était figuré tantét par le sérum cobaye neuf, tantot 
par le sérum cobaye vacciné, les chiffres-donnés par les 
tubes I,11[;V, ne sont pas comparables entre eux. Si on ¢établit 
le rapport qui existe entre la quantité d’alexine contenue dans 
2 de sérum des cobayes neufs et vaccinés, on obtient : 

Cobaye 3 injections : Les quantités d’alexine contenues dans 
0.2 de sérum alexique de ce cobaye et du cobaye neuf sont 
inversement proportionnelles au nombres 65 et 45, c’est-a-dire 
que lorsque 0.2 de sérum alexique cobaye neuf contiennent 1,0.2. 
de sérum alexique cobaye 3 injections contiennent 45/65 = 0,69. 

Cobaye 6 injections : 0,2 sérum alexique donnent au colori- 
rimétre 53 et 0.2 de sérum alexique cobaye neuf. D’ou, lorsque 
0,2 de sérum alexique cobaye neuf possédent 1, 0,2 de sérum 
alexique cobaye 6 injections contiennent 60/53 = 1,13. 

Cobaye 42 injections: 0,2 ¢. c. sérum alexique de ce. cobaye, 
de méme que 0,2 de sérum cobaye neuf, marquent au colori- 
métre 75 millimetres. Il en résulte que : 


Lorsque 0,2 sérum cobaye neuf contiennent 4, 0,2 sérum cobaye 3 injec- 
tions contiennent 0,69 ; 0,2 sérum cobaye 6 injections contiennent 4,13; 0,2 sé- 
rum cobaye 412 injections contiennent 4,00, 


Une seconde expérience a donné les chiffres suivants : 


Quand 0,2 sérum alexique cobaye neuf contiennent 4 ,02 sérum alexique 
cobaye neuf 3 injections contiennent 4,6; 0,2 sérum alexique cobaye neuf 


6 injections contiennent 1,0; 0,2 sérum albtique tok aye neuf 12 injections 
contiennent 4,0. 


an 
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Une troisiéme expérience’a fourni les chiffres suivants : 


Quand 0,2 sérum alexique cobaye neuf contiennent 4, 02 sérum alexique 


-cobaye neuf 3 injections contiennent 0,6; 0,2 sérum alexique cobaye neuf 


6 injections contiennent 0,46; 0,2 sérum alexique cobaye neuf 12 injections 
contiennent 1,00, 


L’examen des. résultats obtenus dans ces trois expériences 
nous montre que la quantité d’alexine n’augmente pas avec le 
nombre dinjections, sinon elle serait toujours plus élevée chez 
les cobayes ayant regu 6-12 injections que chez les cobayes 
auxquels on n’a pratiqué que 3 injections. 

Il est vrai que. pour pouvoir admettre cette maniére de voir, 
il conviendrait de doser l’alexine, chez le méme cobaye, avant 
et aprés immunisation. Bien que cette question de la variation 
de la quantité d’alexine au cours de l’immunisation ne soit que 
dimportance secondaire, puisque cette substance n’est pas 
spécifique, nous avons réalisé une expérience en éliminant les 
causes gui pouvaient troubler les résultats fournis par les 
expériences précédentes. 

Deux cobayes A et B, de méme age, 4 mois, et de méme poids, 
400 grammes environ, sont saignés a la carotide et l’alexine est 
dosée dans leur sérum comme suit : cobaye A, a 0.2 de sérum 
alexique de ce cobaye nous ajoutons 0,3 de sérum chauffé 
cobaye Japin 6 injections et 5,4 de sang lavé et dilué (42 c. c. 
sang + 88 eau physiologique). 

Cobaye B, on opére comme en A, seulement on emploie 
0,2 de sérum alexique cobaye B. Aprés deux heures & I’¢tuve 
36-37° on centrifuge eton dose comparativement, au colorimétre, 
la quantité d’alexine contenue dans 0,2 c. c. de sérum des 
cobayes A et B. Quand les teintes sont identiques, on constate 
qu'une colonne de 80 millimétres de hauteur B donne la méme 
teinte qu'une colonne de 65 millimétres de hauteur A. Si B 
contient 1 d’alexine, A contient done 80/65 = 1,23. Quelques 
jours aprés, nous injectons au cobaye A 5 c. c. de sang défi- 
briné de lapin. Le cobaye B sert de témoin et n’est pas injecté. 
Quand A a recu 4 injections de sang de lapin, espacées de 8 en 
8 jours, nous saignons les cobayes B et A dix jours apres la 
derniére injection. Nous dosons |’alexine comme suit : 

Cobaye A, 0,2 de sérum alexique sont ajoutés 4 5,6 ¢.c. de 
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sang de lapin défibriné, lane. et dilué (12 ¢. c. sang a3 88 eau 
physiologique). Cobaye B, & 0,2 c. c. de sérum alexique, om 


ajoute 0,2 c. c. de sérum chauffé & 56° de cobaye A (sen-_ 


sibilisatrice) et 5,4 c. c. sang dilué lapin comme pour A. Aprés 
2 heures de séjour & l’étuve 36-37', examen au colorimétre 
fournit les chiffres suivants : A = 80, B = 65. 

B servant de témoin = 1, A donne alors 65/80 = 0,81. 
Avant Vinjection, quand la quantité d’alexine dans le témoin 
B était figurée par 1, la teneur en alexine du sérum du cobaye 
A était représentée par 1,23. Aprés Vinjection, la dose 
d’alexine du témoin B (non injecté) restant 1, celle du cobaye A 
tombe & 0, 81. La dose d’alexine du cobaye A, qui était de 
1,23 avant les injections, est done descendue a 0,81 aprés celle-ci- 
Nous sommes donc autorisé & admettre que, dansle cas présent, 
les injections de sang de lapin ont fait baisser la teneur en 
alexine du sérum de cobaye. ; 


B. — Dosage de la sensibilisatrice dans le sérum des cobayes 
ayant recu 3-6-12 injections de sang de lapin. 


Pour doser la sensibilisatrice du sérum de ces cobayes, om 


chauffe celui-ci & 56-57° pendant 35-40 minutes, puis, 8 une dose — 


constante de sérum alexique cobaye neuf, on ajoute des doses 
croissantes du sérum chauffé de chacun des trois cobayes A,B,C. 
Quatre tubes AI‘, AP, AI’, AT‘ recoivent chacun 0,5 ¢. ¢. de 
sérum alexique cobaye neuf et respectivement 0,1 ¢. c., 0.2¢.c., 
0,3¢.¢., etc. de sérum chauffé cobaye A (3 injections). 


Huit autres tubes BI', BP, BP, BI‘, CI, CL, Cb, Cl recoivent 


la méme quantité d’alexine et les mémes doses de sérum 
chauffé que ci-dessus du cobaye B (6 injections) ou du cobaye G 
(12 injections). On leur ajoute ensuite des quantités convenables 
et respectivement égales de globules rouges lavés et dilués 
(12 c. c, sang + 88 eau physiologique). On agite et on place 2 
l'étuve 36-37°. Deux heures aprés on centrifuge et on dose, 2 
Paide du colorimétre, Pintensité du phénomene @hémolyse. Le 
résultat de ces expériences est résumé dans le tableau suivant : 


ios | taal 
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SR eeeeeceneaeapaarenent 


be -@ |QUANTITES| QUaNtirés. | CUONTITES |" QUANTITE Saas: 
a 2 ; ; : ajoutées totale de la colonne 
as by dese Se scram Bare quand les éprou-| 
F e sang de 
= 2 alexique chauffé rae ~ vettes donnent 
re 3 cob. neut cob. lapin. ie Buide des 
Gop. lopin hémolytique |teintes identiques 


A. COBAYE AYANT REGU 3 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 


All 0,5 0, hp .-lap., dh dilué 12°/, 5,8 78 
= 
AP 0,5 0,2 elap.,|5,14 — — 5,8 39 
3 inj. 
AT 0,5 0, a cob. -lap.,|5 dilué 415 °/o 5,8 23 
‘inj. 
ALS 0,3 0,4 cob.-lap.|4,9 — .— 5,8 18 
3 inj. 


B. CoBAYE AYANT RECU 6 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 


BU 0,5 0,1 cob.-lap.,)5,2 dilué 12 °/. 5,8 45 
6 inj. 

BP 0,5 0,2 cob.-lap.,/5,4 — — 5,8 7 

BIS 0,5 oie ed -lap.,|5 dilué 15 °/o 5,8 5 
6 inj. 

BI‘ 0,5 0,4 cob.-lap.,/4,9 — — 5,8 4 
6 inj. 


C. CoBAYE AYANT RECU 12 INJECTIONS DE SANG DE LAPIN 


cit 0,5 0,1 cob.-lap.,|5,2 dilué 12 °/ 5,8 34 
12 inj. 

cr2 0,5 0,2 cob.-lap.,{5,4 — — 5,8 17 
412 inj. 

CIs 0,5 0,3 cob.-lap.,|5 dilné 15 °/o 5,8 4 
42 inj. 

CI+ 0.5 0.4 cob.-lap.,J4,9 — — 5,8 9 
42 inj. 


En présence d’un excés constant d’alexine et d’une quantité 
suffisante de globulesrouges, l’intensité du phénoméne d’hémo- 
lyse est proportionnelle aux doses de sensibilisatrice intervenues 
dans la réaction, pour chacun des trois cobayes A, B, C. Or 
Vintensité du phénoméne d’hémolyse est inversement propor- 
tionnelle aux hauteurs 78 millimétres, 15 millimétres, 34 mil- 
limétres des colonnes, quand les éprouvettes présentent des 
teintes identiques au colorimétre. La dose de sensibilisatrice 
intervenue dans la réaction pour chacun des cobayes A, B, C, 
est donc inversement proportionnelle aux nombres 78, 45 et 
34. Silon prend pour terme de comparaison le cobaye 3 injec- 
tions, nous aurons : : 


65 
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A sérum-cobaye-lapin 3 injections = 78 = 1. — B sérum- 
cobaye-lapin 6 injections = 15+ 78/15 =5.2. — Csérum-cobaye- 
lapin 12 injections = 34 = 78/34 = 2.29. 

Il en résulte que si l’on représente par 1 la quantité de 
sensibilisatrice contenue dans le sérum de cobaye-lapin 3 injec- 
tions, 5,2 sera la quantité de sensibilisatrice contenue dans le 
sérum de cobaye-lapin 6 injections et 2,29 sera la quantité de 


sensibilisatrice contenue dans le sérum de cobaye-lapin 12 injec- 


tions. 

Nous avons entrepris deux nouvelles expériences sur le 
méme modéle que celle que nous venons de rapporter, nous. 
nous contenterons donc d’en donner les résultats finals. 


EXPERIENCE II, 


Quand le sérum de cobaye-lapin 3 injections contient 1 de — 


sensibilisatrice, le sérum de cobaye-lapin 6 injections contient 


4,8 de sensibilisatrice, le sérum de cobaye lapin 12 injections. 


contient 41,9 de sensibilisatrice. 
EXPERIENCE III. 


Quand le sérum cobaye-lapin 3 injections contient 1 de sen- 
sibilisatrice, le sérum de cobaye-lapin 6 injectiens contient 3,0 de 


sensibilisatrice, le sérumde cobaye-lapin 12 injections contient. 


5,0 de sensibilisatrice, 
Un simple coup d’ceil sur les résultats fournis par les trois 
expériences nous permet de constater que, chez les cobayes vac- 


cinés contre le sang de lapin, la dose sensibilisatrice est au mi- - 


nimum aprés 3 injections. 

Elle est généralement au maximum aprés 6 injections, par- 
fois seulement aprés 12 injections. Aprés 12 injections, la dose 
de sensibilisatrice est toujours plus élevée qu’aprés 3, mais elle 
est généralement moindre qu’aprés 6 injections. La quantité 
de sensibilisatrice augmente done avec le nombre d injections, 


de fagon a atteindre un maximum qui s’obtient habituellement. 


apres 6 injections. A partir de ce maximum la quantité de sen- 
sibilisatrice décroit, mais aprés 12 injections elle est encore supé- 
rieure & celle que l’on constate apres 3 injections. 


a 


: 
J 
{ 
; 
E 
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Des différences individuelles se rencontrent donc, dans la pro- 
duction de la sensibilisatrice, chez les cobayes que l’on injecte 
de sang de lapin, autrement dit plusieurs cobayes qui ont recu 
le méme nombre d’injections n’ont pas produit la méme quantité 
de sensibilisatrice. Nous nous sommes demandé si ces varia- 
tions individuelles ne pourraient pas étre attribuées au fait que 
le sérum normal de cobaye neuf hémolysait peu ou point les 
globules non sensibilisés de lapin. En saignant plusieurs cobayes, 
nous en avons trouvé deux, lun A. dont le sérum normal hémo- 
lysart les globules rouges non sensibilisés de lapin, l'autre B, 
dont le sérum normal conservait bien ces mémes globules. Nous 
avons alors pratiqué & chacun de ces cobayes, & 8 jours de dis- 
tance, 4 injections de sang de lapin défibriné et lavé. Dix jours 
apres la derniére injection. nous avons saigné ces deux 
cobayes et nous avons dosé la quantité de sensibilisatrice que 
renfermait leur sérum. 

Dans un tube A, on introduisait 0,2 e. c. de sérum alexique 
cobaye neuf et 0.5 ¢. ¢. sérum chauffé cobaye A. Dans un autre 
tube B, on ajoute a 0,2 de sérum alexique du méme cobaye neuf, 
0.5 de sérum chauffé de cobaye B, Chacun de ces tubes regoit 
alors 5,1 c. c. de sang défibriné, lavé et dilué (12 c. c. de sang 
+ 88 eau physiologique). Aprés 2 heures de séjour a I’étuve, 
nous ayons constaté que des colonnes de 42 millimétres de hau- 
teur (cobaye A) et de 80 millimétres de hauteur (cobaye B) don- 
naient au colorimétre des teintes identiques. La différence dans 
Vintensité du phénoméne @hémolyse ne peut dépendre que de 
la sensibilisatrice, puisque les doses d’alexine et de globules 
rouges sont les mémes pour chacun des tubes A et B. Or, l’in- 
tensité du phénoméne d’hémolyse est proportionnelle a la 
dose de sensibilisatrice et inversement proportionnelle aux 
hauteurs 42 et 80, c’est-a-dire que si, aprés 4 injections, le 
cobaye B contenait 1 de sensibilisatrice, le cobaye A possédait 
80/42 = 1.9. La sensibilisatrice augmente donc beaucoup plus 
chez le cobaye dont le sérum normal hémolysait les globules 


-— non sensibilisés de lapin que chez le cobaye dont le sérum nor- 


mal conservait bien ceux-ci. Chez le premier cobaye, dont le 
sérum contenait déja la sensibilisatrice, les injections ont seule- 
ment exalté la production de cette substance, tandis que chez 
le second, qui n’élaborait pas normalement la sensibilisatrice, la 
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fonction a dd étre eréée a Ja suite des injections, ce qui expli- 
querait le retard dans Vapparition de la sensibilisatrice chez ce 
cobaye. De l'ensemble des recherches sur les modifications 
que subit le sérum des cobayes auxquels on pratique respecti- 
vement 3-6-12 injections de sang lapin, nous croyons pouvoir 
tirer les conclusions suivantes : 

1° L’alexine hémolytique n’augmente pas au cours de la 
vaccination des cobayes contre les globules rouges de lapin ; 

2° La sensibilisatrice augmente considérablement chez les 
cobayes auxquels on injecte des globules rouges de lapin. La 
dose que l’on trouve dans le sérum de ces animaux, apres 
3 injections, est toujours beaucoup plus faible que celle 
qui existe aprés 6 et 12 injections. Elle est habituellement au 
maximum aprés la 6° injection ; 

3° Le sérum alexique de cobaye neuf convient bien pour doser 
la sensibilisatrice que le cobaye prépare contre les globules 
rouges de lapin; 

4° La sensibilisatrice que le cobaye produit contre les glo- 
bules rouges de lapin constitue un excellent réactif pour doser 
de faibles doses d’alexine de cobaye neuf. Pour ce dosage, il 
faut recourir a la sensibilisatrice la plus active, c’est-a-dire a 
celle que l’on obtient aprés 6 injections de sang défibriné de 
lapin au cobaye; 

5° La sensibilisatrice augmente plus rapidement, chez le 
cobaye dont le sérum hémolyse déja normalement les hématies 


de lapin, que chez le cobaye dont le sérum conserve bien celles- 
ale 


II 


LE SERUM NORMAL DE L’ ANIMAL INJECTE DISSOLVAIT DEJA, 
AVANT LA VACCINATION, LES GLOBULES INJECTES 


Le cas le plus simple de cette catégorie nous est fourni par 
le sérum de cobaye vacciné contre le sang de poule. On sait 
en effet que le sérum normal de cobaye est légerement hémoly- 
tique pour les globules non sensibilisés de poule. 

Comment se comportent les substances actives du sérum 


des cobayes auxquels on pratique 3-6-12 injections de sang de 
poule? 


ee 


Pe, me a eee Oe ek F 
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A). Dosage de lalexine dans le sérum de cobaye ayant recu - 
3-6-12 injections de sang de poule. 

Trois cobayes A B "a ayant respectivement recu, & 8 jours 
dintervalle, dans la cavité péritonéale, 3-6-12 injections de 
sang de poule, sont saignés le 10° jour aprés la dernidre injec- 
iS On recherche ane la quantité d’alexine que contient leur 
sérum, comparativement a celle que posséde le sérum alexique 
d’un cobaye neuf. 

Deux tubes AI‘, AP recoivent Rebectroment: Al*, 0,2.¢.e..d6 
sérum alexique cobaye poule 3 injections et 5,6 c.c. de sang 


défibriné, lavé et dilué (15 c. c. de sang + 85 eau physiolo- 


gique). 

AI’, 0,2 c. c. de sérum alexique cobaye neuf, 0,2 c. c. de 
sérum chauffé (sensibilisatrice) cobaye poule 3 injections et 
5.4 c. c. de sang défibriné, lavé et dilué comme AI'. 

Quatre autres tubes BI‘ et BP, Cl’ et CP? sont préparés comme 
AI’ et AI, en substituant le sérum des cobayes B ou C au sérum 
du cobaye A. 

L’intensité du phénoméne d’hémolyse pour le sérum de 
chacun des cobayes A B CG, comparée mcapertyement au sérum 
de cobaye alexique neuf, ne peut étre attribuée qu’a l’alexine. 
En effet, la quantité de sensibilisatrice est la méme pour les 
deux tubes AI' et AP’, BI' et BP, CI' et CE. Elle est contenue 
dans 0,2 c. c. de sérum alexique cobaye-poule 3-6-12 pjcotons, 
seulement pour AI’, BI‘, Cl‘ le sérum cobaye-poule n’a pas été 
chauffé tandis que pour AI’, BI’, C', CP, ila été chauffé a 56-579. 

L’alexine est fournie par 0,2 de sérum alexique de cobaye 
poule 3-6-42 injections, pour Al’, BI’ et CI’ et par 0,2 de sérum 
alexique cobaye neuf pour Al’, BI et CE. Si done il existe une 
différence dans l’intensité du phénoméne d’hémolyse, celle-ci 
sera due au fait que les 0.2 c. c. de sérum alexique de cobaye 
neuf et vacciné ne contiennent pas la méme dose d’alexine. 

Les résultats obtenus dans cette expérience sont consignés 
dans le tableau suivant : 
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on Ses ers 
Le 2S|26/5 "Sos 
2s Doses et origine du sérum Doses et origine de la Bae Le Tato ae 
Ete - aw | ale eS Kaeo) 
Si al = = 
e 2 alexique. sensibilisatrice. = l= 3 3 S $85 
= ca| Sesh es 
AI! ]0,2 sér. al. cob.-poule 3 inj.|Contenue dans 0,2 de sér. al. 5,6 | 5,8 40 
AT? |0,2 sér. al. cob. neuf. ),2sér chauffé cob.-p.3 inj.| 5,4 | 5,8 £0 
BI! 0,2 sér. al. cob -poule 6 inj.|Contenue dans 0,2deseér. al.| 5,6 5,8 69.5 
BI2 }0,2 sér. al. cob. neuf, 0,2 sér. chauffé cob.-p. 6 inj.| 5,4} 5,8 70 
CI! |0,2 cob. al. cob.-poule 12inj.|Contenue dans 0,2de sér. al.| 5,6 | 5,8 67 
CI2 |0,2 sér. al. cob. neuf. 0,2sér, chauf. cob.-p. 12 inj.} 5,4} 5,8 65 


Les chiffres de la 6%-colonne du tableau ci-dessus nous 
permettent d’établir, pour chacun des trois cobayes vaccines, 
Al’, BI', CI', la dose d’alexine que contiennent 0,2 c.c. de leur 
sérum, comparativement a celle que posséde 0,2 c. c. de sérum 
alexique neuf pris comme unité. Nous aurons : 

Cobaye neuf = 1; cobaye poule 3 injections = 40/40 = 1; 
cobaye poule 6 injections = 70/69 = 1,01; cobaye poule 
12 injections = 65/67 = 0,97. 

Une seconde expérience a donné les chiffres suivants : 

Cobaye neuf = 1; cobaye poule 3 injections = 1,04; cobaye 
poule 6 injections = 1,06; cobaye poule 12 injections = 1,04. 

On voit par la comparaison de ces résultats : 

1° Que la dose d’alexine n’est guére différente chez les 
cobayes vaccinés et chez les cobayes neufs. Toutefois, la 
légére augmentation que lon constate dans la teneur en alexine 
du sérum des cobayes vaccinés nous parait devoir étre mise sur 
le compte des injections; elle ne semble pas attribuable aux 
variations individuelles. Il est @ailleurs aisé de montrer que les 
doses d’alexine ne sont gure différentes dans le sérum des 
cobayes neufs. 

Deux cobayes neufs, A et B, sont saignes a la carotide; avec 
leur sérum on prépare les deux tubes suivants : 

A, 0,2 c. c. de sérum alexique cobaye neuf A, 0.3 c. c. de 
scrum chauffé, cobaye poule 3 injections, 5,3 ¢. c. de sang de 
poule défibring lavé et dilué (12 sang + 88 eau phy.). 


. 


aistent 


o 
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B, 0,2 c. e. de sérum alexique cobaye neuf B et les mémes 
quantités des autres réactifs que A. Aprés 2 heures & 37° le 
colorimétre donne, quand les teintes sont identiques, 34 millim. 
de hauteur pour A et 34 millim. de hauteur pour B. Ceci signitie 
que 0,2 c. c. sérum alexique des cobayes neufs A et B contien- 
nent exactement laméme dose d’alexine, puisque tous les facteurs 
qui interviennent dans les tubes A et B sont les mémes, sauf 
la provenance de l’alexine. Dans ces conditions, la légére 
augmentation de la teneur en alexine, que l’on rencontre habi- 
tuellement dans le sérum des animaux vaccinés, ne doit pas étre 
imputée a des différences individuelles, puisque celles-ci sont 
excessivement faibles ou nulles. Seule la vaccination peut étre 
mise en cause; il est d’ailleurs facile de le démontrer expéri- 
mentalement. Pour cela, on fait & 8 jours d’intervalles, dans 
la cavité péritonéale du cobaye A, 3 injections de sang de poule, 
tandis que B sert de témoin. On dose alors & nouveau la quan- 
tité d@alexine contenue dans le sérum A, comparativement a 
celle qui se trouve dans lé sérum B. On constate au colorimétre 
que des colonnes de 78 millim. de B et de 74 millim. de A donnent 
des teintes identiques. Il en résulte que lorsque B contient | 
d’alexine, A contient 78/74 = 1,04. Ce résultat prouve que la 
vaccination a légérement augmenté la quantité d’alexine du 
sérum de cobaye vacciné A. 

B). Dosage de la sensibilisatrice dans le sérum de cobaye 
ayant recu 3-6-12 injections de sang de poule. 

Le sérum de cobaye étant normalement hémolytique pour 
les globules rouges de poule, nous ne pouvons pas, pour doser 
la sensibilisatrice des cobayes injectés, faire réagir des doses 
variables mais faibles, de sensibilisatrice cobaye poule vis-a- 
vis d'un excés de sérum alexique cobaye neuf pris comme 
témoin. 

La dissolution des globules, normalement obtenue avec une 
forte dose de sérum alexique, masquerait la réaction faible attri- 
buable aux petites doses de sensibilisatrice cobaye vacciné. En 
d’autres termes, la quantité de sensibilisatrice existant normale-. 
ment dans l’excés de sérum alexique, serait plus élevée que la 
quantité de sensibilisatrice que l’on voudrait doser dans le sérum 
chauffé decobaye vaccinécontrele sang de poule 3-6-12 injections. 
Il est en effet aisé de démontrer que ’hémolyse que produit nor- 
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malement le sérum de cobaye 1 neuf vis-a-vis des globules rouges 
de poule est due a la présence de sensibilisatrice. 

Deux cobayes, A et B, sont saignés a la carotide et leur 
sérum sert aux réactions suivantes : dans un premier tube AI 
on introduit 0,2 ¢. c. de sérum alexique cobaye A et 5,6 c. c. de 
eng de poule défibring, lavé et dilué (10 c. c. sang + 90 eau 
physiologique). Un second tube B regoit 0,2 c. c. de sérum 
alexique de cobaye B, et 5,6 c. c. sang de poule comme ATI. 

Dans un troisiéme tube AII on fait intervenir 0,2 c. c. sérum 
alexique cobaye A, 0,3 c. c. de sérum chauffé cobaye poule 

3 injections et 5,4 c. ce. de sang de poule défibring, lavé et 
dilué (12 c. c. sang + 88 eau physiologique). Enfin on dépose — 
dans le 4° tube BIL 0,2 c. c. de sérum alexique cobaye B, 
0,3 c. c, de sérum chauffé cobaye poule ayant servi en AIl et 
5,4 c. c. du sang défibriné de poule employé en AII.. 

On dose au colorimétre lV’intensité du phénoméne d’hémolyse 
et-on obtient les résultats suivants : 

Al (0,2 sérum alexique cobaye A + 5,6 sang poule) = 
80 millim.; BI (0,2 sérum alexique cobaye B + 5,6 sang poule = 
50 millim.; AIf (0,2 sérum alexique cobaye A+ 0,3 sérum 
chauffé cobaye-poule + 5,4 sang de poule) = 40 millim. ; BII 
(0,2 sérum alexique cobaye B + 0.3 sérum chauffé cobaye- 
poule + 5,4 sang de poule) = 40 millim. 

Si on compare les sérums normaux AI et BI, on voit que 
Vintensité du phénoméne d’hémolyse est représentée par 1 pour. 
Al et par 1,6 pour BI (80/50). Cette différence dintensité peut 
étre due 4 ’un des deux facteurs, alexine ou sensibilisatrice. Or 
si nous dosons l’alexine dans ces sérums, en ajoutant un léger 
excés de sérum chauflé cobaye-poule trés riche en sensibilisatrice, 
onconstate (tubes ATI, BID) que lintensité du phénoméne d’hémo- 
lyse est représentée par le méme nombre (40) pour chacun des 
deux cobayes. 

Il en résulte évidemment que le sérum des deux cobayes A 
et B contenait la méme dose d’alexine, et qu’en conséquence 
la différence dans Vintensité de Phémolyse en Al et BI était due 
au fait que le sérum du cobaye B contenait plus de sensibilisa- 
trice normale que le sérum du cobaye A. 

On voit, par ce qui précéde, qu'il est impossible de doser la 
quantité de sensibilisatrice du sérum des cobayes vaccinés— 
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contre le sang de poule, en employant un exces de sérum alexi- 
que de cobaye neuf. Quelle quantité faut-il prendre de celui-ci? 
Les sérums nhormaux renferment toujours beaucoup plus 
@alexine que de sensibilisatrice, puisque la vaccination aug- 
mente seulement la quantité de cette derniére substance; il faut 
arriver, par l’addition d’eau physiologique, & un état de dilution 


tel que la quantité constante de sérum dilué employée ne con- 


tienne plus de sensibilisatrice normale, alors qu'elle renferme 
encore assez d’alexine pour provoquer l’hémolyse en présence 
de faibles doses de sensibilisatrice cobaye-poule. D’apras ce que 
nous avons dit jusqu ici des différences individuelles que l’on 
peut constater chez les cobayes, on congoit que la dilution 
doit étre éminemment variable; tantot c’est 1 de sérum pour 
3 d’eau physiologique, tantot c’est 1 de sérum pour 7 ou 9 
d’eau physiologique. A moins que l’on ne rencontre un cobaye 
dont le sérum normal conserve bien les globules de poule, ce qui 
est exceptionnel, il faut opérer par tatonnement. Au cours de ve 
travail, nous ne mentionnerons pas les essais entrepris pour 
déterminer les doses d’alexine qu'il convenait d’employer, nous 
ne rapporterons que les expériences ot les dilutions se trou- 
vaient dans les conditions voulues pour fournir des résultats 
comparables. . 

Trois cobayes, AB et C, ayant respectivement recu, a 8 jours 
dintervalle, dans la cavité péritonéale, 3-6-12 injections de 5c. c. 
sang de poule, sont saignés 10 jours aprés la derniére injection. 
Le sérum de ces cobayes est chauffé a 56-57° pendant 40 minutes, 
afin d’éliminer l’alexine qui pourrait troubler les réactions. Il 
est ensuite dilué dans la proportion de 1 de sérum pour 3 d’eau 
physiologique. On emploie des doses croissantes 0,41, 0,2, 0,3, 
0,4, etce., que l’on ajoute a une dose constante de sérum alexi- 
que de cobaye neuf. Le sérum alexique de ce cobaye neuf nous 
a fourni des réactions proportionnelles aux doses de sensibilisa- 
trice employées, lorsque nous l’avons dilué dans la proportion 
de 1 de sérum pour 3 deau physiologique, et que nous avons 
employé la dose constante de 0,2 de cette dilution. Les résul- 
tats de cette expérience sont consignés dans le tableau suivant: 
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af 


b DOSES DOSES “\QUANTITE QUANTITE HAUTEUR 

o a aes colonnes 
(ox 2 de sérum pal dart de totale quand les éprou- 
Ree alexique injectés sang de yvettes donnent 
a ® cob. neuf de sang de poule de poule liquide des 
Both dias bees dilué 1+ 3 ajouté hémolytique |teintes identiques| 


| 


A. CoBAYE AYANT RECU 3 INJECTIONS DE SANG DE POULE 


Alt 0,2 0 5,6 dilué 10 °/> 5,8 pas @hémolyse 

Az 0,2 0,1 sér. chauf.|5,5 —  — 5,8 0 
cob.-p.,31nj. 

AIS 0,2  |0,2 sér. chauf.}5,4 — — 5,8 0 
cob.-p.,3inj. x 

Alt 0,2 0,3 sér. chauf./5,8 — — 5,8 50 
cob.-p., 3 inj. 

Als 0,2 0,4 sér. chaut.|5,2 —.. — 5,8 37 
cob.-p.,3inj. : 

AIé& 0,2 0,5 sér. chauf.}5,4 — — 5,8 30 
cob.-p.,3inj. 

Al? 0,2 0,6 sér. chauf.|5, dilué 12 °/o 5,8 2h 
cob.-p., 3inj. 

AI8 0,2 0,7 sére-chaut.)4,9==— ~ == 5,8 21 
cob.-p., 3 inj. 

AT 0,2 0,8 sér. chauf.|4,8 — — 5,8 18 
cob.-p., 3inj. 

B. CoBaAYE AYANT RECU 6 INJECTIONS DE SANG DE POULE 

BIt 0,2 0,1 sér. chauf.|5,5 dilué 10 °/o 5.8 0 
cob.-p.,3inj. 

BI2 0,2 0,2 sér. chauf.|5,4 — — 5,8 0 
cob.-p., 3 inj. 

BI8 0,2 0,3 sér. chauf.|5,3-> — = 5,8 Y) 
cob.-p.,3 inj. 

Blt 0,2 0,4 sér. chauf.}5,2 —  — 5,8 0 
cob.-p.,3 inj. 

BE 0,2 0,5 sér. chaufj5.4. —-".— 5,8 0 
cob.-p., 3inj. 

BI6 0,2 0,6 sér. chauf.|5, dilué 12 °/o}. 5,8 légére 
cob.-p., 3 inj. 

BI? 0,2 0,7 ser. chout.}4,9 —-  — 5,8 : 80 
cob.-p., 3inj. 

BIS 0,2 0.8 sér. chauf./4,8 — — 5,8 69 
cob.-p., 3inj. 


C. COBAYE AYANT RECU 12 INJECTIONS DE SANG DE POULE 
cl! 0,2 0,1 sér. chaut.|5,5 dilué 10 °/, 5.8 0 
cob.-p., 12inj. 
cr 0;2 0,2 sér. chauf, 
‘ cob.-p., 12 inj. 
0,2 0,3: sér;'chaul.6338 = s— 5,8 
cob.-p., L2inj. : 
0,2 0,4 sér. chauf.}5,2 —  — 5,8 
cob.-p.,42 inj. 
0,2 0.5 sér. chauf.}5,l — — 5,8 
cob -p.,12inj. 
0,2 0,6 sér. chauf.}5, dilué 12 °/, 5.8 
cob.-p , 12inj. 
0,2 0,7 sér. chauf.}4,9 — — 5,8 
cob.-p., 42 inj. 
0,2 0,8 sér. chauf,|4,8 »-—* +> — 5,8 
cob.-p., 12 inj. 


tbo 5,8 


oe 


CIs 


ee ae el — ee — Be = 
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Si nous comparons entre eux les résultats fournis par le 
scrum des cobayes ayant recu 3-6-12 injections, nous consta- 
terons que, chezlepremier, l'intensitédu phénomine d’hémolyse 
est proportionnelle aux doses de sensibilisatrice dés qu’on em- 
ploie 0,3 c. ce. de sérum chauffé dilué (1+ 3) du cobaye A 
{3 injections de sang poule). 

Chez le second Sonar (B), Vhémolyse est pronoricnaele 
avec une dose de 0,7 de sérum chauffé, dilué (1 +3) de cobaye- 
poule (6 injections). 

Chez le troisitme (cobaye €), hémolyse n’apparait méme pas 
avec une dose de 0,8 de sérum chauffé et dilué (1 + 3) de cobaye 
poule (12 injections). Nous pouvons déterminer la quantité de 
sensibilisatrice qui existe chez chacun des cobayes B et C, com- 
parativement a celle qui se retrouve dans le sérum de cobaye 
A pris comme unité, Nous aurons les rapports suivants : 

Cobaye 3 injections = 21 = 1; cobaye 6 injections = 80 
= 21/80 = 0,26: cobaye 12 injections, plus petit que 0,26. 

Une seconde expérience e a donné les résultats suivants : 

Cobaye-poule 3 injections = 1, cobaye-poule 6 injections 
= 0.7, cobaye-poule 12 injections = 0,6. 

Enfin dans une troisiéme expérience, nous avons obtenu : 

Cobaye-poule 3 injections = 1, cobaye-poule 6 injections 
= 1,2, cobaye-poule 12 injections = 0,8. 

Ces trois expériences nous permettent d’admetire que les 
cobayes que l’on injecte contre le sang de poule ont générale- 
‘ment atteint le maximum de sensibilisatrice qu’ils peuvent pro- 
duire aprés 3 injections. Les injections que l’on pratique ulté- 
rieurement ont pour effet d’affaiblir la teneur en sensibilisatrice 
du sérum des cobayes. 

Les expériences que nous avons entreprises, dans le but de 
rechercher si les substances actives augmentaient progressive- 
ment avec le nombre d'injections dans le sérum des cobayes 
vaccinés contre le sang de poule, nous permettent d’établir les 
conclusions suivantes : 


1o L’alexine hémolytique varie peu au cours de l’immunisa- 
tion des cobayes contre le sang de poule ; 

2° La sensibilisatrice augmente jusqu’a la troisiéme injection, 
pour diminuer aprés 6 et 12 injections. 
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Toutefois, dans ces expériences, il faut tenir compte des dif- 
férences individuelles; ye 

3° La sensibilisatrice de cobaye-poule se préte moins bien 
que celle de cobaye-lapin au dosage de faibles quantités 
d’alexine de cobaye neuf. 


Til 
DOSAGE DES SUBSTANCES ACTIVES DANS LE SERUM DE LAPIN AYANT 
RECU 3-6-12 INJECTIONS DE SANG DE POULE 


L’étude des variations que subit le sérum des lapins vacci- 
nés contre le sang de poule nous met en présence du maximum 
des difficultés que l’on peut rencontrer dans le dosage des subs- 
tances actives des sérums hémolytiques. On sait en effet que le 
sérum normal de lapin est notablement hémolytique pour les 
hématies de poule et qu'il est absolument exceptionnel de ren-_ 
contrer un lapin dont le sérum conserve bien celles-ci. 

A. Dosage de l’alexine dans le sérum de lapin ayant Fes 
3-6 -12 injections de sang de poule. 

Trois lapins A B C, ayant respectivement recu, a8 jours d’in- 
tervalle, dans la cavité péritonéale, 3-6-12 injections de sang 
défibriné de poule., sont saignés 10 jours aprés la derniére injec- 
tion. On recherche alors la quantité d’alexine que contient leur 
sérum, comparativement a celle que renferme le sérum alexique 
de lapin neuf. 

Six tubes AI et AII,BI et BIIL,Clet Cll recoivent respectivement: : 
Al, BI et CI, 0,2 c. c. de sérum alexique lapin neuf, 0,2 c. c. 
de sérum chauffé de lapin-poule, 3 injections pour AI, 6 injec- 
tions pour BI, et 12 injections pour CI. Les tubes AII, BIT et CII 
recoivent respectivement 0,2 c. c. de sérum alexique lapin- 
poule, 3 injections pour All, 6 injections pour BII et 42 injec- 
tions pour CII. On ajoute ensuite & AI, BI et Cl, 5,4 c. c. de 
sang défibring, lavé et dilué de poule (12 ¢. c. sang + 88 eau 
physiologique). A AII, BIL et CII, on ajoute 5,6 c. c. du 


méme sang de poule. Les résultats sont résumés dans le 
tableau suivant : 


3 


oul Weis ies telat 
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Se eae 
D ip se |a328 
O28 |DOSES ET ORIGINE| DOSES ET ORIGINE| QUANTITE ae) Daers 
me du de de sang 3% Be ee 
» oO 
=) 3 SERUM ALEXIQUE I.” HEMOSENSIBILISA'TRICE POULE AJOUTE Ze Bae g 
Zz a eS Lom os 
wo o 
2 g7 § 
ies ko! uo) 
AI 0,2 sér. alex. lapin}0,2 sér. chauf. lapin-/5,4dilué124+88] 5,8 D4 
neuf, poule 3 injections, 
AII}0,2 sér. alex. lapin-|Contenue dans les 0,2}5,6 — — a5 78 
poule 3 inj. de sér. alex. lap.- 
ae poule 3 inj. ; 
BI 0,2 sér. alex. lap.|0,2 sér. chauf. lapin-|5,4 — — — 42 
neuf. poule 6 injections. 
BI1}0,2 sér. alex. lap.-|Contenue d. les0,2de|5,6 — — = 40 
poule 6 inj. sér. al. lap.-p. 6 inj. 
CI |0,2 sér. alex. lap.j0,2 sér. chauf. Japin-/5,4 — — | — 39 
neuf. p- 42 injections. 
CIT}0,2 sér. alex. lap.-|Contenue d. les 0,2de]/5,6 — ~— | — 35 
p- 412 inj. sér. alex. lap.-p.121. 


L’intensité du phénoméne d’hémolyse pour chacun des lapins 
vaccinés A, B, C, comparée respectivement au sérum alexique 
de lapin neuf, ne peut étre attribuée qu’a la différence qui 
existe entre les doses d’alexine contenue dans 0,2 de sérum 
alexique du lapin neuf, comparées & celles qui se trouvent dans 
0,2 de sérum alexique de chacun des lapins vaccinés 3-6-12 in- 
jections, puisque pour chacune des trois séries Al et All, BI 
et BII, Cl et CII, tous les facteurs qui interviennent dans les 
réactions sont les mémes, sauf |’alexine qui provient tantot du 
lapin neuf, tantét d’un lapin vacciné 3-6-12 injections. Dans ces 
conditions, l’intensité du phénoméne d’hémolyse est proportion- 
nelle 4 la quantité d’alexine contenue dans les 0,2 c. c. des dif- 
férents sérums alexiques employés. Comme I’intensité du phé- 
noméne d’hémolyse est inversement proportionnelle a la hau- 
teur des colonnes de liquide quand les éprouvettes présentent 
une teinte identique, 0.2 c. c. des différents sérums alexiques 
contiennent des doses d’alexine inversement proportionnelles 
aux nombres représentés dans la derniére colonne. Si l’on prend 
pour unité, dans chacune des trois séries, le sérum de lapin neuf 
et qu’on y rapporte le sérum de lapin vaccine, on aura : 

Lapin neuf = 1, lapin 3 injections = 54/78 = 0,69, lapin 
6.injections = 42/40 = 1,05, lapin 12 injections = 30/35= 1,11. 


/ 
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Donc, quand le sérum de lapin neuf contient 1 d’alexine, le 


sérum de lapin-poule 3 injections, 6 injections, 12 injections, 
renferme respectivement 0,69, 1,05, 41,44. 

Une seconde expérience a donnée : 

Sérum lapin neuf = 1, sérum lapin 3 injections = 0,65, 
sérum lapin 6 injections =1, sérum lapin 12 injections = 1,05. 
Une troisiéme expérience fournit les chiffres suivants : 

Sérum lapin neuf =1, sérum lapin 3° injections = 0,55, 
sérum lapin 6 injections = 0,58, sérum lapin 12 injections = 1,00, 
sérum lapin 30 injections = 1,28. 

Ces ¢§ expériences nous apprennent que le sérum ayant 
recu 3 injections de sang de poulerenferme une dose d’alexine 
inférieure & celle que possédent le lapin neuf témoin et les 
lapins vaccinés auxquels on a fait 6-12-30 injections de sang 
de poule. A partir de la 6* injection, la quantité d’alexine du 
sérum des lapins vaccinés se rapproche de la teneur en alexine 


du sérum neuf; si l’on continue alors les injections. cette” 


derniére est légerement dépassée, comme le montre le sérum 
d'un lapin qui avait regu 30 injections de sang de poule 
(expérience iI). 

Cette diminution de Valexine, chez les lapins qui ont recu 
3 injections de sang de poule, méritant d’attirer l’attention, 
nous nous sommes efforcé de la confirmer par des dosages 
d’alexine effectués avant et aprés linjection de sang défibriné 
de poule. 

On préldve & la carotide de Slapins A,B,C, quelques c. ¢. de 
sang avec le sérum duquel on prépare les tubes suivants: 


A. Sérum alexique lapin A dilué (1 +7) 0.4 ¢. ¢. 0,4 de sérum 


chauffé lapin-poule 4 injections. 

B. Sérum alexique lapin B dilué (1 +7) 0,4 c¢. ¢., 0 
méme sérum chauffé lapin-poule que A. 

C. Sérum alexique lapin C dilué (1 + 7) 0,4 e. ¢., 
sérum chauffé du méme lapin-poule 4 injections. 


4 du 


* 
% 


0,4 -de 


A chacun de ces tubes on ajoute 5c. ec. de sang de poule 


délibring lavé et dilué (12 sang + 88 eau phys.) : apres 2 heures 
a 36-37° on centrifuge et on proceds au dosage colorimétrique 
qui fournit les Relies suivants : 


A =80 millimetres, B= 76 millimétres. C= 48 millimetres. 


. 
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iS) 


Sila dose d’alexine contenue en B est prise comme unité, 
on aura : : 

B= 78 =1, A= 50 = 78/50 =1,56, C= 48 = 78/48 = 1,62. 

Les deux lapins A et C regoivent. & 8 jours d’intervalle, dans 
la cavité péritonéale, 3 injections de 5c.c. de sang de poule. 
10 jours aprés la 3° injection nous saignons ces deux lapins et 
le lapin témoin B qui n’a_ pas été injecté. Le sérum sert a 
préparer les tubes suivants : 

Al sérum alexique lapin vacciné A, C, 0.2 +. 5.6¢. c. sang 
poule, 12 p. 0/0. BI sérum alexique lapin témoin BC, 
0.2 + 0,2 c. c. sérum chauffélapin A+ 5,4 sang poule 12 p. 0/0. 
CI sérum alexique lapin C 0,2 + 5,6 sang poule 12 p. 0/0. 
BIL sérum alexique lapin témoin B 0.2 0.2 + sérum chautfé 
lapin C+ 5,4 sang poule défibriné, lavé, dilué (12+ 88). 

Apres 2 heures de s¢jour 4 36-37° on centrifuge et on porte 
sous le colorimétre qui fournit les chiffres suivants : 

Aas 39, Ch 78, BIL= 39. 

Or Al et BI contiennent la méme quantité de sensibilisa- 
trice 0,2. fournie par le méme lapin vacciné A et une dose 
égale 0.2 de sérum alexique donnée en AI par le lapin 
vacciné A, et en BI par le lapin témoin non injecté B. La 
différence entre 78 et 39 ne peut done provenir que du fait que 
les quantités égales de sérum alexique 0,2, qui étaient prises a 
2 lapins différents, contenaient des doses inégales d’alexine 
hémolytique. Le méme raisonnement est applicable a CI et 
a BI. ; 

Le sérum de lapin B qui avait servi comme témoin, pour le 
dosage de lV’alexine du sérum des lapins A et C, avant la 
vaccination, étantconservé comme telaprés l’immunisation, nous 
aurons : 

Bg A 0/18 = 0,5, Ol 718 = 39/718 0.5; 

Avant Vinjection de sang de poule, quand B renfermait 
1 d’alexine, A contenait 1,56 et C 1,62. Aprés Vinjection, alors. 
que B renferme toujours 1 d’alexine, on trouve 0,5 pour A et 
0,5 pour C. La quantité d’alexine est done tombée, a la suite 

de la vaccination, de 1.56 & 0.5 pour A et de 1,64 0,5 pour C.. 


Nous avons done 5 expériences qui nous montrent que 
Valexine hémolytique diminue, chez lelapin, au cours des. 
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a premiéres injections de globules rouges de poule. A partir 


de la 3° injection, l’alexine: augmente alors et peut arriver a 
dépasser légérement la quantité que l’on trouve normalement 
chez le lapin neuf. Nous verrons tantét que la sensibilisatrice 


se comporte de facon inverse. Elle est habituellement au 


maximun aprés 3 injections et diminue quand on augmente le 
nombre de celles-ci. Il semble donc que lorsque le lapin 
vaceiné élabore la sensibilisatrice, il suspend ou ralentit la 
production d’alexine et réciproquement. C’est 1a un argument 
en faveur de la conception de Metchnikoff qui attribue, 
croyons-nous aux mémes éléments cellulaires, la production 
des deux substances actives du sérum hémolytique. 


B. Dosage de la sensibilisatrice dans le sérum de lapin ayant recu 
3-6-12 injections de sang de poule. 


On sait que le sérum normal de lapin est généralement - 


hémolytique pour les globules normaux de poule. Il est aisé de 
démontrer ‘que cette hémolyse normale est due a la présence 
de sensibilisatrice naturelle, et que celle-ci varie dans de 
grandes proportions, suivant les individus étudiés. Trois lapins 
neufs adultes, A, B,C, sont saignés a la carotide et on dose 
Valexine et la sensibilisatrice dans le sérum, comme suit : 

Troistubes AI', BI’, CI", regoivent respectivement 0,2c. c. 
de sérum alexique des lapins A,B,C, et 5,6 c. c. de sang de 
poule défibriné, lavé et dilué (12 + 88). Trois autres tubes 
AP, BI*, Cl’, regoivent respectivement ().2 de sérum alexique 
des lapins A,B,C, 0,2 c.c. de sérum chauffé d’un lapin ayant recu 
4 injections de sang de poule défibriné, lavé et dilué (15+ 85). 
Aprés 2 heures de séjour &l’étuve 36-37° on centrifuge et on 
procéde & examen au colorimétre, qui fournit oe résultats 
suivants : 

AI* (0,2 sérum alexique lapin A) + 5,6 sang poule 
(12-+88) = 78 millimetres. BI' (0,2 c¢, c. sérum alexique 
~ lapin B) + 5,6 sang poule (12 + 88) = 32 millimétres, Cl‘ 
(0, 2 ¢. ¢. sérum alexique lapin C)+ 5,6 sang poule 
(12 +88) = 22 millimétres, 

AT* (0,2 ¢. c. sérum alexique lapin A) + 0,2 sérum chauffé 
lapin-poule 4 injections +5,4 sang poule= 15 millimatres. 
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BI? (0,2 c. c. sérum alexique B)+ 0,2 sérum chauffé lapin- 
poule 4 injections + 5,4 sang poule =15 millimétres. CI? 
(0.2 ce. c. sérum alexique C) + 0,2 sérum chauffé lapin-poule 
4 injections + 5,4 sang poule = 15 millimétres. 

Les trois derniers tubes Al?, BI?, CI’, qui ont recu 0,2 c.¢. 
de la méme sensibilisatrice, doivent lintensité de Vhémolyse 
quils produisent & la dose d’alexine contenue dans les 0,2 de 
sérum alexique. Or ces 0,2 de sérum alexique proviennent de 
3 lapins différents A, B,C. Quand les éprouvettes du colori- 
métre donnent des teintes identiques, la hauteur de la colonne 
de liquide (15 millimétres) est la méme; il en résulte que 
0,2 c. c. de sérum alexique de chacun des 3 lapins A, B, C con- 
tenaient la méme dose d’alexine hémolytique. Si le sérum 
alexique de ces lapins contient la méme dose d’alexine, la diffé- 
rence dans l’intensité du phénoméne d’hémolyse obtenue par le 
sérum normal des lapins A, B, C, tubes Al‘, BL'. Ci', ne peut 
étre attribué qu’au fait que les 0.2 c. ¢. de sérum alexique 
employé. qui possédent la méme dose d’alexine, contiennent des 
doses variables de sensibilisatrice normale. Or, en présence 
dune quantité égale dalexine, V'intensité du phénoméne 
_Whémolyse est Se are etelle ala dose de sensibilisatrice. 
Les 0,2 de sérum alexique de lapin A, B, C contiennent donc 
des doses de sensibilisatrice inversement proportionnelles aux 
nombres 78, 32, 22. Aétant pris comme unité, nous aurons : 

Lapin A =78 =1. Lapin B= 32 78/32 = 2,43. Lapin 
C = 22 = 78/22 = 3,54. 

En présence de doses aussi éleyées de sensibilisatrice 
normale dans les sérums de lapin neuf, on congoit qu’il devient 
excessivement difficile de doser la sensibilisatrice apparue & la 
suite des injections chez les animaux vaccinés. Le sérum 
normal, pris comme terme de comparaison, devrait étre porté, 
par Vaddition d’eau physiologique, a une dilution telle qu'il ne 
contienne plus de sensibilisatrice normale, alors qu’il renfer- 
merait encore assez d’alexine pour donner le phénoméne 
dhémolyse en présence de faibles quantités de sensibilisatrice 
de lapins vaccinés. I] faut donc déterminer cette dilution par des 
essais préliminaires. On obtient des chiffres proportionnels aux 
doses de sensibilisatrice lapin-poule employées, tantot avec 
une dilution de 1 c. c. de sérum alexique lapin neuf pour 
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3, 7, 10, 14, 19 d’eau physiologique. Parmi les expériences que 
nous avons réalisées, trois nous’ ont donné des résultats compa- . 
rables : nous les rapporterons en omettant toutefois les essais 
qui nous ont permis d’établir la dilution de sérum lapin neuf - 
qu il convenait d’employer. 

Trois lapins A, B,C, ayant respectivement recu, 28 jours de 
distance dans la cavité péritonéale, 3, 6, 12 injections de sang 
de poule, sont saignés A la carotide le 10° jour aprés la 
derniére injection. Leur sérum est chauffé a 56-57° pendant 
35-40 minutes, afin de détruire lalexine, puis dilué dans la 
proportion de 1 de sérum pour 9 d’eau physiologique. Nous 
ajoutons ensuite des doses croissantes de cette dilution 4 0,2 de 
sérum alexique dilué (4 + 14) de lapin neuf. Les résultats sont 
consignés dans le tableau suivant : 


{ 4 A ‘ \ 
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I 
: a DEeairs OR re NE Qu pores ore xe ft Nie ea : z 
~ | alexique DOSES e cy) quand les éprou 
des lapin neuf de sensibilisatrice sang de liguide ee 
tubes [dilué 1+ 44 dilu€ée 1-+9 poule hemolytique | teintes identiques 
| | 
A. LAPIN AYANT RECU 3 INJECTIONS DE SANG DE POULE 
Aft 0,2 0.1 ser. chauf. lap.-]5,5 dilué 10/4 5,8 0 
p., 3 inj. 44-9. 
AP 0,2 0,2sér.chauf.lap.-/5,4 — — 5,8 Ve) 
p.. 3 inj. 44-9. ; 
AB 0,2 0,3sér. chauf.lap:-|5,3 — .— 5,8 30 
: p-. 3 inj. 149. 
Al* 0.2 0.,4sér.chauf.lap.-|5,2 — — 5.8 19 
; p-. 8inj. 449. 
AIS 0,2 0.6sér.chauf.Jap.-|5  dilué 12 °/, 5,8 12 
p-, dinj. 449. 
Als 0,2 0.8sér. chauf.lap.-|4,8 — — 5,8 42 
p.,3 inj. 4+9. ‘ 
1 
B. Lapin AYANT RECU 6 INJECTIONS DE SANG DE POULE 
BL 0,2 0,1sér. chauf, lap.-|5,5 dilué 10° / 528 0 
p-,6inj.1+9. : 
BI? | 0,2 0,2sér.chauf.lap.-|5,4 — — 5,8 50 
p-,6inj. 1-4-9: 
B13 20;2 0.3sér.chauf.lap.-/5,3 — — 58 37 
p., inj. 1+9. 
|> BI+ 0.2 0,4sér.chauf. lap.-|5,2 — — 58 28 
: p.,Ginj.4+9. 
BE 0,2 0,6sér.chauf.lap.-|5  dilué 12°/. 5,8 1. Bh 
. p.. 6inj. 14-9. 
BI6é 0,2 0,8 sér.chauf.lap.-|4,8 — — 5,8 22 
p.,6inj.4+-9. 
C. LAPIN AYANT RECU 12 INJECTIONS DE SANG DE POULE 
cit 0,2 0,isér,chauf.lap.-|5,5 dilué 10 °/, 5,8 0 
p:, 12inj..4 4-9: 
cz | 0,2 = |0,2sér.chauf.lap.-|5,4 — — 5,8 78 
“py, 12 ny. 4 9: 
CIs 0,2 0,3sér. chauf.Jap.-/5,3 — — |} BS 60 
p., 42inj. 1-4 9. 
Cl+ 0,2 0,4sér. chauf.lap.-|5,2 — — 5,8 4G 
Peston]. 11293 ; | 
cl | 0.2 0.6sér.chauf.lap.-|5 dilué 4120/4 5,3 30 
p..12inj. 14.9. 
CIs 0.2  |0,8sér.chauf,lap.-|4,48 — — #,8 24 
| p..42inj. 1.9. 
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Puisque 0.3¢. c. de sérum chauffé, diiué (1-9) de lapin 
3, 6, 12 injections donnent, dans chacun des essais, des nombres 
rover oun els aux quantités de sensibilisatrice intervenues 
dans la réaction, la dose de sensibilisatrice contenue dans ces 
0.3 de sérum chauffé est inversement proportionnelle aux 
nombres correspondants de la sixiéme colonne, car la quantité 
dalexine employée dans chacune des réactions est constante 
(0,2 de la dilution 1+14). Nous aurons donc, en prenant pour 
unité le sérum de lapin vacciné 3 injections : 

A, lapin vacciné 3 injections = 30 = 1; B, lapin vacciné 
6 injections = 37 = 30/37 = 0.88; C, lapin vacciné 12 injec- 
tions — 60 = 30/60 = 0,5 eet 

Une seconde axperiece entreprise dans les mémes condi- 
tions avec d'autres lapins vaccinés, a donné les résultats sui- 
vants : 

A, lapin-poule 3 sainenene = 1; B, lapin-poule 6 injections 
= 1,25; C, lapin-poule 12 injections = 0,80. 

Ces deux expériences nous avaient permis de constater que 
la quantité de sensibilisatrice contenue dans lesérum de lapin 
ayant recu 12 injections, était toujours beaucoup inférieure a 
celles que nous retrouvons dans le sérum des lapins qui 
navaient recu que 3 ou 6 injections ; nous avons donc recherché 
sila vaccination contre les globules rouges, poussée jusqu’a la 
_ trentiéme injection, favoriserait cette diminution de la teneur en 

sensibilisatrice. Voici les résultats finals : 

A, lapin vacciné 3 injections = 1; B, lapin vacciné 6 injec- 
tions = 0,92; C, lapin vaceiné 12 injections = 0,84; D, lapin 
vacciné 30 injections = 0,70. 


CONCLUSIONS 


Le sérum des lapins vaccinés contre le sang de poule 
augmente rapidement sa quantité de sensibilisatrice. Celle-ci 
atteint habituellement son maximum aprés la troisitme injec- 
tion, parfois seulement aprés la sixiéme injection. Générale- 
ment, au-dela de la troisiéme et toujours au-del& de la 
sixidme injection, la quantité de sensibilisatrice suit une mar- 
che décroissante ; toutefois, celle-ci seretrouve encore dans le 
scrum, méme apres la trentiéme injection. 
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Lorsque le sérum atteint sa teneur maximum en sensibili- 
satrice apres latroisiéme injection, la diminution qui se pro- 
duit de la troisiéme & la sixiéme injection est relativement 
faible; d'un autre coté, il arrive que le sérum ne posséde la dose 
maximum de sensibilisatrice qu’aprés la sixiéme injection. Il en 
résulte que lersqu’on voudra obtenir, avec certitude, chez le 
lapin, un sérum bien actif contre le sang de poule, il convien- 
dra de préparer. celui-ci par 4 injections de sang défibriné de 
poule. La sensibilisatrice obtenue dans ces conditions constitue 
un excellent réactif pour doser lalexine dans le sérum de 
lapin. Ce dosage présentant une grande importance au point 
de vue de nos recherches ultérieures, il était utile de déterminer 
exactement les quantités de réactif qu’il convenait d’employer. 
Nous savons que les deux lois suivantes réglent le mode 
d’union des substances actives avec les globules rouges, pour 
donner le phénoméne d@’hémolyse : 

1° En présence de l'un des deux constituants du sérum, 
Vintensité du phénoméne d’hémolyse est proportionnelle aux 
doses de l'autre constituant intervenant dans la réaction; 

2° En présence de la quantité minimum des deux consti- 
tuants qui peuvent provoquer la globulolyse, l’intensité du 
phénoméne d’hémolyse est, dans une certaine limite, propor- 
tionnelle aux doses croissantes que l’on fait intervenir de 
Pautre constituant. 

La seconde loi est d’une application trop difficile et exige 
trop de tatonnements pour qu'elle puisse servir dans les opé- 
rations courantes. 

La premiére loi peut donner de bons résultats, mais il faut 
déterminer les conditions expérimentales dans lesquelles on 
doit se placer pour les obtenir. 

Le sérum alexique de lapin produit normalement la disso 
lution des globules rouges de poule, et nous avons vu que l’in- 
tensité de ce phénoméne d’hémolyse varie parfois dans de 
fortes limites. Il n’est donc pas pratique de doser l’alexine des 
lapins en opérant sur de fortes quantités de sérum alexique. car 
la sensibilisatrice normale, qui pourrait y étre en grande quan- 
tité, interviendrait trop activement dans les réactions dont elle 
troublerait les résultats. En admettant que le sérum normal 
fat peu hémolytiqne, une forte dose de celui-ci exigerait des 
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~ doses de sensibilisatrice lapin-poule et surtout de sang défi- 
bring poule trop élevées potty que le dosage soit pratique. 
Nous avons donc recherché la dilution qu'il convenait de faire 
subir au sérum alexique de lapin dont on veut doser lalexine 


@une part, et la quantité de sensibilisatrice lapin-poule qu’il : 


était nécessaire d’ajouter 4 ce sérum d’autre part, pour obtenir 
des réactions hémolytiques dont l’intensité fut proportionnelle 
aux doses d’alexine intervenant dans la réaction. Théorique- 
ment, la dilution du sérum alexique devait étre telle que l’ac- 
tion de la sensibilisatrice normale fut négligeable en présence 
de Veffet produit par l’excés de la sensibilisatrice lapin-poule 
4 injections. ; 

Apres de nombreux essais, nous avons-constaté que la dilu- 
ion (17) de sérum alexique de lapin dont on veut doser 
Valexine, donnait habituellement de bons résultats. On emploie 
des doses croissantes 0,4, 0,2, 0.4, etc., que lon met en présence 
d’une quantité constante 0,4 de sérum chauffé lapin-poule 
4A injections et @’un nombre suffisant de globules rouges de 
poule. 

CONCLUSIONS GENERALES 

Pour dégager les conclusions qui ressortent de la deuxiéme 
partie de nos recherches, nous devons nous placer a trois points 
de vue différents : 

A. — Nous devons d’abord examiner les riddliieations du 
pouvoir hémolytique du sérum des animaux vaccinés contre les 
globules rouges ; | 


B, — Nous devons ensuite envisager le mécanisme que 
Vanimal emploie pour augmenter son pouvoir hémolytique ; 
C. — Enfin au point de vue du dosage de Valexine hémoly- 


tique des sérums, sur lequel nous reviendrons fréquemment 
dans nos’ recherches ultérieures. 


A. — Au point de vue des modifications que subit le pou- 
voir hémolytique au cours dela vaecination contre les globules 
-rouges, une seule conclusion d’une portée générale s’impose. 
-Le sérum des animaux vaccinés contre les globules rouges 
d'espéces différentes atteint son pouvoir hémolytique maximum 
aprés un nombre déterminé d'injections, qu'il est prudent de ne 
_pas dépasser sous ‘peine de voir baisser l'action hémolytique. Ce 


. 


naiead 


ETUDES DES SERUMS HEMOLYTIQUES 1047 


maximum d’injections varie non seulement suivant les especes, 
mais encore, pour une méme espece, avec la nature des globu- 
les rouges injectés. En outre, il existe des variations individuelles 
dont il faut tenir compte, entre les différents animaux d’une 
méme espéce que l’on veut vacciner. 

B. — Au point de vue du mécanisme que l’animal emploie 
pour atteindre son pouvoir hémolytique maximum, nous avons 
constaté : 

1° La quantité d’alexine ne subit que des fluctuations 
légéres au cours de la vaccination ; 

2° La sensibilisatrice augmente considérablement au cours 
de (immunisation contre les globules BOUEER 

3° La production de sesmibilixaltion nest pas illimitée, elle 
suit d’abord une marche ascendante paralléle au nombre d’in- 
jections ; elle arrive ainsi & un maximum, puis elle suit-une 
marche descendante. alors méme que l’on continueles injections 
de globules rouges; toutefois, il ne nous a pas été donné de 
constater sa disparition, méme dans le sérum de lapin qui avait 
regu 30 injections de sang défibriné de poule. 


C. — Au point de vue du dosage de l’alexine hémolytique 
dans les sérums : 

1° Le nombre des injections que l’on pratique aux animaux 
chez lesquels on veut obtenir la production d’hémo-sensibilisa- 
trice nest pas indifférent. Celle-ci n’arrive en effet au maximum 
qu aprés un nombre déterminé d’injections. Kn dessous ou au 
dela de celui-ci, la quantité d’hémo-sensibilisatrice est plus 
faible. A part les différences individuelles avec lesquelles il 
faut toujours compter, le nombre d’injections doit étre porté a 
4. chez les cobayes et les lapins que l’on veut vacciner contre 
le sang de poule, et & 6 chez les cobayes auxquels on injecte 
du sang de lapin; 

2° Pour doser de faibles doses d’alexine hémolytique, 1l est 
nécessaire d’opérer avec des hémo-sensibilisatrices actives ; 

3° Lecas le plus simple pour doser l’alexine est fourni par 
le sérum qui, normalement, est dépourvu de propriétés hémoly- 
tiques vis-d-vis des globules rouges qui interviendront dans le 
dosage. On le rencontre dans le sérum de cobaye vacciné 
contre le sang de lapin. Pour effectuer ce dosage, il suffit de 
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mettre en présence de doses suffisantes de globules rouges et 
d’une quantité constante (0,5 c. c.) d’hémo-sensibilisatrice 
(sérum chauffé cobaye-lapin 6 injections), des quantités varia- 
bles d’un méme sérum ou une dose constante de sérums diffé- 
rents. L’intensité du phénoméne d’hémolyse sera, dans ces” 
conditions, proportionnelle aux doses d’alexine figurant dans les 
réactions ; ’ ; 

4° Pour doser l’alexine du sérum de lapin, il faut faire réagir, 
en présence de globules rouges de poule et d’une dose cons- 
tante (0,4) d’hémo-sensibilisatrice lapin-poule (sérum chauffé 
de lapin ayant recu 4 injections de sang de poule), soit des 
doses croissantes du méme sérum alexique habituellement 
dilué dans la proportion de 1 de sérum pour 7 d'eau physiolo- 
logique, soit une dose constante de sérums différents dilués ou 
non, suivant les circonstances. Dans ce cas, l’intensité du phé- - 
noméne est proportionnel aux doses d’alexine employées ; 

3° Les dosages s'effectuent mieux lorsquel’on met en pré- 
sence de faibles doses de réactifs. 


Etudes sur fa morve expérimentale du cobaye, 


eee ; Par Mavcrice NICOLLE 


. ERRATA 


Page 627, ligne 11. Au lieu de : ils forment, lire : ils y forment. 
Page 657, ligne 417. Au lieu de : bien peu nombreuses, lire: bien que 
peu nombreuses. 

. Page 703, ligne 19. Au lieu de : 10, lire : 10-6. 

Page 711, ligne 8. Au lieu de : de vaginales, lire : des vaginales. 

. Page 713, ligne 34. Au lieu de : 10 centigrammes, lire: 10 grammes. 

Page 717, ligne 33. Au lieu de : terme limité, lire : terme limite. 
Page 725, ligne 9. Au lieu de: 10, lire : 10-7. 
Page 726, ligne 2. Au lieu de : 5 grammes, lire 5 cenligrammes. 
: Page 806, ligne 17. Au lieu de : jaune, grisatre, lire : jaune grisatre. 
Page 806, ligne 19. Au lieu de: trés fertiles, lire : tertiles. 
Page 806, ligne 30. Au lieu de : accompagnés, lire : accompagneé, 

. Page 814, ligne 20. Au lieu. de : auxquels cas, lire : auquel cas. 

Page 813, ligne 31. Au lieu de : éphéméres, lire : éphémére, 

Page 8413, ligne 34. Au lieu de : 108, lire : 10°. 

Page 814, lignes 37, 38 et 39. Au lieu de : pouvoir antimicrobien trés 
marqué; lire : pouvoir antimicrobien trés marqué, 

Page 815, ligne 4. Au lieu de: pouvoir antimicrobien peu marqué; lire-: 
pouvoir antimicrobien peu marqué, 

Page 816, derniére ligne. Au lieu de: nous étudierons, lire : nous étudierons 

d’abord. 

Page 817, ligne 23. Au lieu de : nous suivons, lire : nous suivrons. 

Page 823, ligne 34. Au lieu de : « réaction intoxication » et « intoxication 
paralysie... », lire : réaction = intoxication » et « intoxication = para- 
lysie... ». 

Page 827, ligne 34. Au lieu de : engendrés, lire : engendrée. 

Page 831, ligne 16. Au lieu de 12 4 16 heures, lire : 42 4 96 heures. 

Page 836, avant-derniére ligne. Au lieu de : la note, lire : Ja notion. 
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